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O Il Simpdsio Nordestino de Recursos Naturais e Potencialidades
Terapéuticas — Il RENAPTE. Na sua segunda edicdao, priorizamos nossa
atencao as propriedades terapéuticas de produtos naturais da nossa
regiao em especial aos do Piaui. Neste contexto, enfatizamos a
necessidade de considerar os produtos naturais utilizados pela medicina
popular como potencial alvo de estudo de sua eficacia farmacolégica, e
desta forma promover uma aproximacao da ciéncia com o saber popular.

O Il RENAPTE, se confirmou como uma excelente oportunidade de
interacdo entre professores, pesquisadores, profissionais e estudantes das
mais diversas areas das ciéncias bioldgicas e saude além de biotecnologia.
Promoveu-se discussdes de alto nivel com pesquisadores renomados das
regioes nordeste do pais. Nosso objetivo foi alcancado uma vez que,
tivemos 76 trabalhos apresentados nos 3 dias do evento e cerca de 250

participantes.

Profo. Drav. Aldeitdiov Peveiva de Oliveivaw

Presidente do Evento

O texto é de responsabilidade dos autores. As modificacdes realizadas pela comissdao
cientifica constaram, apenas, de adequacao a formatacgao exigida pelo evento cientifico.
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Potencial citogenotéxico e mutagénico do extrato etanélico das folhas de
Poincianella bracteosa (Tul.) L.P. Queiroz

Alyne Pereira Lopes?!, Regina Maria Silva Sousa?, Luciana Maria Fortes
Magalhdes Castelo Branco Couto?, Johnny do Nascimento Alves?!, Maria das
Dores Alves de Oliveira3, Francielle Alline Martins?, Pedro Marcos de Almeida?

ICentro de Ciéncias da Saude (CCS), Universidade Estadual do Piaui (UESPI/ FACIME), Departamento de Genética, Laboratério
de Genética, Teresina, PI, Brasil. E-mail: alyne-lopes1@hotmail.com; *Centro de Ciéncias da Natureza (CCN), Universidade
Estadual do Piaui (UESPI), Departamento de Genética, Laboratério de Genética, Teresina, PI, Brasil. E-mail:
franufv@yahoo.com.br; *Centro de Ciéncias da Natureza (CCN), Instituto Federal do Piaui (UFPI), Laboratdrio de Quimica
Organica e Produtos Naturais, Teresina, P, Brasil. E-mail: maralves013@gmail.com

Introducao

A espécie arboérea Poincianella bracteosa (Tul.) L.P. Queiroz.
(Fabaceae), conhecida como catingueira, encontra-se nos biomas da Caatinga
e Cerrado (MAIA-SILVA et al., 2012), sendo distribuida nas regi6es Norte,
Nordeste e Centro-Oeste do Brasil (LEWIS, 2015). Essa espécie tem sido
amplamente utilizada pela populagcdo para diferentes potencialidades
terapéuticas. As folhas e cascas sdo utilizadas no tratamento de infeccdes
catarrais, diarreias e cdlicas intestinais e as flores para resfriado, gripe e prisdo
de ventre (MAIA-SILVA et al.,, 2012). O cha das folhas duas vezes ao dia &
usado com finalidade de combater gases e ma digestdo (CHAVES e BARRO,
2012). Alem disso, estudos fitoquimicos séo incipientes, evidenciando até o
momento apenas a presenca de taninos nas cascas e de compostos fendlicos
nas raizes (MONTEIRO et al., 2014). Varias sao as vantagens terapéuticas da
P. bracteosa, no entanto, fitoquimicos presentes nesta planta podem ser
téxicos, mutagénicos e carcinogénicos. Sendo assim, o presente estudo tem
como objetivo avaliar o perfil fitoquimico, analisar o efeito citotoxico, genotoxico
e mutagénico do extrato etanolico das folhas de P. bracteosa em células
meristematicas de Allium cepa L. (cebola) e mutagénico nas células
sanguineas de Mus musculus L. (camundongos).

Metodologia

Folhas de P. bracteosa foram coletadas na Embrapa (Teresina-Pl), em
agosto de 2016. Exemplares foram identificados e depositados no Herbario
Afranio Fernandes da Universidade Estadual do Piaui (UESPI, Teresina), sob o
namero de voucher HAF 03635. Sementes de A. cepa cv. Vale Ouro IPA-11
foram cedidas pelo Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA, Recife, PE). Os
camundongos machos Swiss (M. musculus) foram provenientes do biotério da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UESPI. O trabalho foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UESPI 5117/16) com cinco
grupos (cinco animais por grupo). Folhas de P. bracteosa foram secas em
estufa (45°C) durante cinco dias. Posteriormente, as mesmas foram trituradas
até a obtencdo de um po6. O pd (800 g) foi submetido a extracdo em 1 L de
alcool etilico (96%) e rotaevaporado (< 40°C) até obtenc&o do extrato
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etandlico bruto. O perfil fitoquimico do extrato foi realizado no Laboratorio de
Quimica Organica e Produtos Naturais do Instituto Federal do Piaui (IFPI). Para
a prospeccao fitoquimica, diferentes metabdlitos priméarios e secundarios foram
testados segundo Randau et al. (2004). Em seguida, o p6 do extrato foi diluido
em solucéo a 1% de Dimetilsulféxido (DMSO) e agua destilada e colocado em
banho ultrassdnico durante 6 h. O material foi filtrado, obtendo-se quatro
concentragbes (2, 4, 8 e 16 mg/mL). As raizes de A. cepa, previamente
germinadas, foram expostas aos controles, negativo (DMSO 1%) e positivo
(Metilmetanosulfonato, 10 mg/L) e as quatro concentragdes citadas do extrato
durante 24 h. As raizes foram fixadas em metanol: 4cido acético (3:1) por 24 h,
hidrolisadas em HCI 1IN (10 min.) a 60° C, lavadas em agua destilada e
coradas com Reativo de Schiff, por 2 h no escuro. Um total de 5000 células
meristematicas, 500 células por laminas foram analisadas em microscépio
optico (400 x) para avaliar o efeito citotoxico (indice mitético), genotdxico
(alteragcbes cromossdbmicas) e mutagénico (células portadoras de
micronucleos) do extrato. Na genotoxicidade, foram avaliadas alteracdes
cromossdmicas (AC) resultantes de interferéncias no fuso mitético (efeito
aneugénico), como C-metafase, aderéncia cromossdmica, perda
cromossbmica, anafase multipolar e metafase poliploide, e/ou efeitos
clastogénicos (fragmentos cromossdmicos e pontes cromossOmicas)
(BIANCHI; FERNANDES; MARIN-MORALES, 2016). Os micronicleos (MN)
podem surgir de efeitos aneugénicos e/ou clastogénicos (ALMEIDA et al.,
2016). Em camundongos, a solu¢cdo 1% de DMSO e &gua destilada e a
ciclofosfamida (100 mg/kg) foram administradas aos camundongos como
controle negativo (CN) e positivo (CP), respectivamente. Trés concentracdes
do mesmo extrato etandlico (2, 4 e 8 mg/mL) também foram administradas aos
camundongos. A via de administracdo do DMSO/agua destilada e extrato foi
por gavagem (0,1 mL da solucdo/10 g peso corpdreo), enquanto a
ciclofosfamida foi via intraperitoneal (0,1 mL da solu¢cdo/10 g peso corporeo).
Apoés 24 e 48 h, o sangue da cauda de cada animal foi coletado para o preparo
de duas laminas por animal. As laminas foram secas em temperatura ambiente,
fixadas em metanol (5 min.), coradas com Giemsa (15 min.) e lavadas com
agua destilada. A presenca de MN em cada animal foi realizada pela contagem
de 2000 eritrécitos normocromaticos para cada tempo de coleta em
microscopio optico (1000 x). Apds os tempos de coleta, todos os animais foram
sacrificados com altas doses de tiopental sédico. Os dados foram analisados
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido “a posteriori” pelo teste
de Student-Newman-Keuls (p < 0,05) no programa BioEstat 5.3.

Resultados e Discussao

A prospeccao fitoquimica do extrato etandlico de P. bracteosa indicou a
presenca de saponinas, taninos e acucares redutores. No ensaio A. cepa, 0
MMS, um agente alquilante, utilizado neste estudo como CP, induziu niveis
significativos na média total de AC e MN (Tabela 1) como observados na
literatura (ALMEIDA et al., 2016; BIANCHI; FERNANDES; MARIN-MORALES,
2016). Nos tratamentos, nenhuma das concentracdes testadas foram
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citotéxicas (indice mitético) em relacdo ao CN (Tabela 1). Possivelmente, os
fitoquimicos presentes no extrato néo interferiram no processo de sintese de
DNA ou no bloqueio da fase G2/M do ciclo celular, permitindo a entrada das
células em divisdo. Resultados similares também foram observados nas folhas
de Schinus terebinthifolius Raddi com a presenca de taninos e flavonoides, que
sao responsaveis pelo aumento da atividade antioxidante (FEDEL-MIYASATO
et al., 2014). Além disso, a composi¢cdo fitoquimica do extrato etandlico das
folhas foi similar aos compostos do extrato etandlico da raiz, que apresentaram
também atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimutagénicas (KARIMI
et al., 2012; CRUZ et al., 2015). Em termos genotoxicos, a média total das AC
foi significativa apenas na maior concentragédo (16 mg/mL) (Tabela 1). Contudo,
nenhuma das AC (origem aneugénica e/ou clastogénica) avaliadas
individualmente no presente estudo foram significativas nesta ou nas menores
concentracfes do extrato (dados ndo mostrados). Esta analise reforca acéo
protetora dos compostos citados nas células meristematicas de A. cepa, hao
interferindo com o processo de condensacdo da cromatina, polimerizacdo das
fiboras do fuso e/ou com a citocinese das células (ALMEIDA et al., 2016;
BIANCHI; FERNANDES; MARIN-MORALES, 2016). Além disso, a presenca
nao significativa de perdas e/ou quebras cromossémicas no presente estudo
resultou em valores médios nao significativos de MN (Tabela 1) nas
concentracOes avaliadas, uma vez que os MN sé&o resultantes da ocorréncia
dessas AC (FERNANDES et al.,, 2009). Adicionalmente, resultado similar
quanto a presenca nao significancia de MN também foi observada nas células
sanguineas de camundongos apds os dois tempos de coleta (24 e 48 h)
guando comparados ao CN (Tabela 2) nas trés concentracoes (2, 4 e 8 mg/mL)
do extrato, reforcando a ndo interferéncia dos fitoquimicos citados na
segregacdo e/ou quebras cromossdmicas. Além disso, a ciclofosfamida
utilizada como CP, apresentou MN significativos (Tabela 2) como esperado
(ARALDI et al., 2015).

Tabela 1 - Médias do indice mitético, total de alteracdes cromossémicas e micronlcleos em
células meristeméaticas de Allium cepa, apds exposicdo ao extrato etandlico das folhas de
Poincianella bracteosa por 24 h.

Concentracbes indice Mitotico Alterac6es Cromossdmicas Micronucleos
(mg/mL) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP)
CN (DMSO 1%) 161,53 + 32,71 3,77+ 2,61 0,63+0,12
2 174,75 + 53.15 3,24 £2,48 0,27 £ 0,43
4 170,23 + 28,44 5,20 + 2,95 1,09+ 0,80
8 119.69 + 38,46 5,87 + 3,84 1,96 + 1,60
16 144,24 + 29,68 7,02 £ 2,86* 1,72+ 0,80
MMS (10 mg/L) 200,77 + 38,28 17,18 + 7,33** 12,92 + 4,18**

CN: controle negativo. DMSO: Dimetilsulfoxido. Controle positivo: Metiimetanosulfonato (MMS).
DP: desvio-padréo. *Significativo no teste de Kruskal-Wallis seguido “a posteriori” pelo teste de
Student-Newman-Keuls (**p < 0,01; *p < 0,05). Resultados referentes a analise de 5000 células
por concentragdo. Fonte: proprio autor.
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Tabela 2 - Média de eritrécitos micronucleados em células sanguineas de camundongos (Mus
musculus) apoés tratamento com trés diferentes concentragGes do extrato etandlico das folhas
de P. bracteosa, apés 24 e 48 h.

Eritrécitos Micronucleados

Concentracdes Células -
: (Média = DP)
(mg/mL) Analisadas 24 h 48 h

CN (DMSO 1%) 10000 58+2,49 8,8 +2,59
2 10000 54 +2,07 9,0+1,87
4 10000 5,6 + 3,65 9,0+2,24
8 10000 56+1,34 10,4 + 1,67

Ciclofosfamida 10000 33,4 £ 6,23* 37,4 £9,29**

CN: controle negativo. DMSO: Dimetilsulféxido. Controle positivo: Ciclofosfamida (100 mg/kg).
DP: desvio-padrao. *Significativo no teste de Kruskal-Wallis seguido “a posteriori” pelo teste de
Student-Newman-Keuls (**p < 0,01; *p < 0,05). Fonte: proprio autor.

Conclusao

Os resultados evidenciaram que possivelmente os fitoquimicos
identificados néo interferiram no ciclo celular e ndo provocaram alteracdes nas
fiboras do fuso (alteragcbes cromossOmicas) em A. cepa e nem danos
mutagénicos (MN) nos dois bioensaios. No entanto, mais estudos sdo
necessarios para verificar como ocorre a interagdo bioquimica e o possivel
efeito protetor dos fitoquimicos do extrato de P. bracteosa.
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Introducéo

Jatropha mollissima (Pohl) Baill, conhecida como pinhdo bravo, é
endémica da regido semiarida do nordeste do Brasil e amplamente utilizada na
terapia popular (CREPALDI et al., 2016). O latex in natura possui atividade
antimicrobiana e pode ser utilizado para tratar picadas de cobras e cicatrizar
feridas (OLIVEIRA et al.,, 2010). As folhas séo antioxidantes (MELO et al.,
2010), apresentam potencial anti-helmintico (RIBEIRO et al., 2014) e diminui os
efeitos locais induzidos pelo veneno de cobras (GOMES et al., 2016). Embora
J. mollissima tenha diversas potencialidades terapéuticas, diferentes
constituintes quimicos, como diterpenos e a ricina presentes nas folhas
(GOMES et al., 2016) podem ser potencialmente téxicos e/ou mutagénicos.
Assim, a avaliacdo dos efeitos toxicos de qualquer extrato de plantas com
potencial medicinal deve ser realizada para analisar os riscos desses a saude
humana a curto e longo prazo. Sendo assim, 0 presente estudo tem como
objetivo avaliar o perfil fitoquimico, analisar o efeito citotdxico, genotdxico e
mutagénico do extrato etandlico das folhas de J. mollissima (EEFJm) em
células meristematicas de Allium cepa L. (cebola) e mutagénico nas células
sanguineas de Mus musculus L. (camundongos).

Metodologia

Folhas de J. mollissima foram coletadas em Parnaiba (Pl) e os
exemplares foram identificados e depositados no Herbario Afranio Fernandes
da Universidade Estadual do Piaui (UESPI, Teresina), sob o numero de
voucher HAF 03111. Sementes de A. cepa cv. Vale Ouro IPA-11 foram cedidas
pelo Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA, Recife, PE). Os camundongos
machos Swiss (M. musculus) foram provenientes do biotério da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UESPI. O trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA-UESPI 5116/2016) com cinco grupos (cinco animais
por grupo). Folhas de J. mollissima foram secas em estufa (45°C) durante cinco
dias. Posteriormente, as mesmas foram trituradas, submetidas a extracdo em
alcool etilico (96%) e rotaevaporadas (< 40°C) até obtengédo do EEFJm. O perfil
fitoquimico do extrato foi realizado no Laboratério de Quimica Orgéanica e
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Produtos Naturais do Instituto Federal do Piaui (IFPI). Para a prospeccao
fitoquimica, diferentes metabdlitos primarios e secundarios foram testados
segundo Randau et al. (2004). Em seguida, o EEFJm foi diluido em solucéo a
1% de Dimetilsulféxido (DMSO) e éagua destilada e colocado em banho
ultrassonico (10 h). O material foi filtrado, obtendo-se cinco concentracdes
(0,01, 0,1, 1, 10 e 100 mg/mL). Raizes de A. cepa, previamente germinadas,
foram expostas aos controles, negativo (DMSO 1%) e positivo
(Metilmetanosulfonato, 10 mg/L) e as cinco concentracfes citadas do extrato
durante 24 h. As raizes foram fixadas em metanol: 4cido acético (3:1) por 24 h,
hidrolisadas em HCI 1IN (10 min.) a 60° C, lavadas em &gua destilada e
coradas com Reativo de Schiff, por 2 h no escuro. Um total de 5000 células
meristematicas, 500 células por laminas foram analisadas em microscépio
optico (400 x) para avaliar o efeito citotoxico (indice mitotico), genotdxico
(alteracbes cromossdbmicas) e mutagénico (células portadoras de
microndcleos) do extrato. Na genotoxicidade, foram avaliadas alteracdes
cromossOmicas (AC) resultantes de interferéncias no fuso mitotico (efeito
aneugénico), como C-metafase, aderéncia cromossdmica, perda
cromossGmicama, anafase multipolar e metafase poliploide, e/ou efeitos
clastogénicos (fragmentos cromossOmicos e pontes cromossdmicas)
(BIANCHI; FERNANDES; MARIN-MORALES, 2016). Os micronucleos (MN)
podem surgir de efeitos aneugénicos e/ou clastogénicos (ALMEIDA et al.,
2016). Em camundongos, a solucdo a 1% de DMSO e agua destilada e a
ciclofosfamida (100 mg/kg) foram administradas aos camundongos como
controle negativo (CN) e positivo (CP), respectivamente. Trés das cinco
concentragdes citadas do extrato etandlico (1, 10 e 100 mg/mL) também foram
administradas aos camundongos. A via de administracdo do DMSO/agua
destilada e extrato foi por gavagem (0,1 mL da solucdo/10 g peso corpéreo),
engquanto a ciclofosfamida foi pela via intraperitoneal (0,1 mL da solu¢do/10 g
peso corpéreo). Apos 24 e 48 h, o sangue da cauda de cada animal foi
coletado para o preparo de duas laminas por animal. As laminas foram secas
em temperatura ambiente, fixadas em metanol (5 min.), coradas com Giemsa
(15 min.) e lavadas com agua destilada. A presenca de MN em cada animal foi
realizada pela contagem de 2000 eritrécitos normocromaticos para cada tempo
de coleta em microscopio 6ptico (1000 x). Apds os tempos de coleta, todos 0s
animais foram sacrificados com altas doses de tiopental sédico. Os dados
foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido “a
posteriori” pelo teste de Student-Newman-Keuls (p < 0,05) no programa
BioEstat 5.3.

Resultados e Discussao

A prospeccao fitoquimica do EEFJm indicou a presenca de flavonoides,
alcaloides, acucares redutores, triterpenos e esteroides. No ensaio A. cepa, 0
MMS, utilizado como CP, induziu niveis significativos na média total de AC e
MN (Tabela 1), como observados na literatura (ALMEIDA et al., 2016;
BIANCHI; FERNANDES; MARIN-MORALES, 2016). Nos tratamentos, o efeito
citotoxico foi significativo apenas na maior concentracdo (100 mg/mL) em
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relacdo ao CN (Tabela 1). Possivelmente, os fitoquimicos nesta concentracéo
podem ter atuado de forma isolada e/ou sinérgica, alterando a dinamica do
ciclo celular, como observados nas folhas de J. gossypiifolia (ALMEIDA et al.,
2016). Em termos genotoxicos, a média total das AC foi significativa nas
menores (0,01 e 0,1 mg/mL) e na maior (100 mg/mL) concentragéo (Tabela 1).
Provavelmente, os danos genotoxicos podem estar associados com a variacao
na quantidade de fitoquimicos nas concentracdes citadas. Desta forma, assim
como observados por Bianchi; Fernandes; Marin-Morales (2016), nas menores
concentragbes do extrato, a menor quantidade de fitoquimicos poderia ter
provocado a menor estimulagdo de respostas por enzimas antioxidantes (efeito
protetor). Enquanto, as concentragfes intermediarias teriam quantidade
suficiente de resposta e na maior concentracdo, a maior quantidade de
compostos teria atuado de forma prejudicial. Adicionalmente, as AC (origem
aneugénica e/ou clastogénnica) avaliadas individualmente no presente estudo
ndo foram significativas (dados ndo mostrados), indicando o possivel reparo
das mesmas (FEDEL-MIYASATO et al., 2014). Contudo, o reparo das AC nédo
foi suficiente, o que explicaria as concentracdes com média total genotdxica.
Além disso, a presenca significativa de MN (0,01 e 10 mg/mL) (acéo
mutagénica) (Tabela 1) também reforca a presenca de alteracbes que néao
sofreram reparo (LEME e MARIN-MORALES (2009). Em camundongos, o
EEFJm néo apresentou MN significativos em nenhuma das concentragdes (1,
10 e 100 mg/mL), apos 24 h (Tabela 2). Além disso, apés 48 h, houve reducéo
significativa de MN em relacdo ao CN (Tabela 2). Possivelmente, a auséncia da
mutagenicidade estd relacionada com a presenca dos metabdlitos da folha,
principalmente os flavonoides e acgucares redutores, com atividade
antioxidante, que podem neutralizar os efeitos deletérios causados por radicais
livres ao genoma (NAVAS-LOPEZ et al.,, 2014). Além disso, a maior
metabolizacdo de agentes terapéuticos nos camundongos realizada pela maior
qguantidade de enzimas presentes no citocromo P450 em relagédo ao A. cepa
(LEME e MARIN-MORALES, 2009) poderia justificar a diferenca observada
quanto a mutagenicidade em 10 mg/mL. Desta forma, devido ao maior
metabolismo em mamiferos, pode-se formular a hipotese de que o0s
fitoquimicos do EEFJm (mutagénicos nessa concentracdo em A. cepa) foram
metabolizados de forma mais eficiente em camundongos do que na planta,
impedindo a presenca de possiveis danos ao genoma.

Tabela 1 - Médias do indice mitético, total de alteracdes cromossémicas e micronlcleos em
células meristeméaticas de Allium cepa, apds exposicdo ao extrato etandlico das folhas de
Jatropha mollissima, por 24 h.

Concentracbes indice Mitotico Alterac6es Cromossdmicas Micronucleos
(mg/mL) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP)
CN (DMSO 1%) 157,91 + 44,40 0,80 + 0,90 0,66 + 0,95
0,01 175,25 + 49,00 2,63 +1,48** 3,64 + 3,50*
0,1 227,88 + 35,77 2,42 +1,73* 2,24 +2,43
1 141,39 + 25,33 156+1,21 1,05+0,93
10 154,60 + 41,78 1,28 + 1,57 2,24 + 2,02*
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100 437,92 + 37,13** 3,54 + 3,34** 1,26+ 0,85
MMS (10 mg/L) 212,31 + 36,89 2,50 + 2,03* 7,92 +9,82**

CN: controle negativo. DMSO: Dimetilsulfoxido. Controle positivo: Metilmetanosulfonato (MMS).
DP: desvio-padréo. *Significativo no teste de Kruskal-Wallis seguido “a posteriori” pelo teste de
Student-Newman-Keuls (**p < 0,01; *p < 0,05). Resultados referentes a analise de 5000 células
por concentracdo. Fonte: proprio autor.

Tabela 2 - Média de eritrcitos micronucleados em células sanguineas de camundongos
machos (Mus musculus) apés tratamento com trés diferentes concentracdes do extrato
etandlico das folhas de Jatropha mollissima, apés 24 e 48 h.

Eritrocitos Micronucleados

Concentracdes Células Ly
. (Média = DP)
(mg/mL) Analisadas 24 h 48 h
CN (DMSO 1%) 10000 6,70 + 4,67 7,50 + 3,41
1 10000 4,90 + 2,13 2,90 + 0,99**
10 10000 7,20+ 2,49 3,70 + 1,95*
100 10000 11,40 £ 5,54 3,60 +1,78*
Ciclofosfamida 10000 31,00 + 15,57** 31,60 £ 9,77*

CN: controle negativo. DMSO: Dimetilsulfoxido. Controle positivo: Ciclofosfamida (100 mg/kg).
DP: desvio-padrao. *Significativo no teste de Kruskal-Wallis seguido “a posteriori” pelo teste de
Student-Newman-Keuls (**p < 0,01; *p < 0,05). Fonte: préprio autor.

Concluséo

Os resultados evidenciaram que possivelmente os fitoquimicos interferiram no
ciclo celular e provocaram AC e MN em algumas das concentracdes avaliadas
em A. cepa e auséncia de MN em camundongos. Adicionalmente, mais
estudos dessa espécie com outros bioensaios sdo necessarios para elucidar o
mecanismo de acdo no ciclo celular e na formacdo de alteracGes
cromossOmicas.
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Introducéo

Poincianella bracteosa (Tul.) L.P. Queiroz. (Fabaceae), conhecida como
catingueira, encontra-se nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil
(LEWIS, 2015). Essa espécie é utilizada na medicina popular para diferentes
fins terapéuticos. Cascas e folhas sdo usadas no tratamento de infeccdes,
diarreias, célicas intestinais, hepatite e anemia e as flores sdo utilizadas para
resfriado, gripe e prisdo de ventre (MAIA-SILVA et al., 2012). Além disso, foi
comprovada atividade larvicida (Aedes aegypti) do extrato aquoso da parte
aérea (caule e folhas) (SANTOS et al.,, 2015). Estudos fitoquimicos nesta
espécie sao incipientes, evidenciando até o momento apenas a presenca de
taninos nas cascas (MONTEIRO et al., 2014) e de compostos fendlicos nas
raizes (SILVA et al., 2015). Ressalta-se a importancia desses e de outros
compostos antioxidantes encontrados em diferentes plantas medicinais
(ROCHA et al.,, 2016) que inibem a formagdo de radicais livres, que em
excesso podem ocasionar danos ao DNA e, dessa forma, encontram-se
envolvidos em patologias, como o cancer (MENDES, COSTA, MATEUS, 2015).
Nesse sentido, as plantas medicinais podem desempenhar acdes capazes de
prevenir e/ou reparar alteracdes genémicas (FEDEL-MIYASATO et al., 2014).
Além disso, estima-se que 60% das drogas anticancer sao derivadas direta ou
indiretamente de plantas medicinais, 0 que explica a grande quantidade de
pesquisas que demonstram defesas naturais na modulacdo do reparo
gendmico (ROCHA et al., 2016). Sendo assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o perfil fitoquimico e o potencial antimutagénico dos extratos
das cascas e folhas de P. bracteosa em células sanguineas de camundongos
pelo teste de micronucleos (MN).

Metodologia

Cascas e folhas de P. bracteosa foram coletadas na EMBRAPA
(Teresina - PI) e exemplares foram identificados e depositados no Herbario
Afranio Fernandes da Universidade Estadual do Piaui (UESPI, Teresina), sob o
numero de voucher HAF 03635. Camundongos machos Swiss (Mus musculus)
foram provenientes do biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas da UESPI. O
trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
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UESPI 05902/15) com cinco animais por grupo. Cascas e folhas foram secas
em estufa (45°C) durante cinco dias. Posteriormente, as mesmas foram
trituradas, separadamente, até a obtencdo de um pé. O extrato aquoso das
cascas (EAC) e o extrato aquoso das folhas (EAF) foram preparados
separadamente. Para cada extrato, 160 mg de cada p6 foi diluido em 1 L de
agua destilada, permanecendo sob fervura durante 10 minutos. Em seguida,
cada extrato obtido foi diluido em agua destilada de modo a obter trés doses
(10, 20 e 40 mg/kg). A prospeccao fitoquimica do EAC e EAF foi realizada pelo
método colorimétrico no Instituto Federal do Piaui (IFPI-Teresina) para
identificar os principais metabdlitos primarios e secundarios segundo Randau et
al. (2004). A antimutagenicidade para cada extrato foi realizada de forma
simultanea (extrato e agente mutagénico). No controle negativo (CN), foi
administrada &gua destilada. No controle positivo (CP), foi administrada a
ciclofosfamida (CICLO, 50 mg/Kg, agente mutagénico). No tratamento
simultaneo de cada extrato, foi administrado o extrato (EAC ou EAF) em trés
doses (10, 20 e 40 mg/kg) e a CICLO, ao mesmo tempo. A via de
administracdo da agua destilada e extrato foi por gavagem (0,1 mL da
solucéo/10 g peso corporeo), enquanto a CICLO foi via intraperitoneal (0,1 mL
da solucdo/10 g peso corporeo). Apds 24, 48 e 72 h, o sangue da cauda de
cada animal foi coletado para o preparo de duas laminas por animal. As
laminas foram secas em temperatura ambiente, fixadas em metanol (5 min.),
coradas com Giemsa (15 min.) e lavadas com &gua destilada. A presenca de
MN em cada animal foi realizada pela contagem de 2000 eritrécitos
normocromaticos para cada tempo de coleta em microscopio 6ptico (1000 x). A
porcentagem de reducao de danos de micronucleos (%RDMN) foi obtida pela
diferenca entre as médias do CP e tratamentos divido pela diferenca entre as
médias do CP e CN, multiplicado por 100 (WATERS et al., 1990). Ap6s os
tempos de coleta, todos os animais foram sacrificados com altas doses de
tiopental sédico. Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido “a posteriori” pelo teste de Student-Newman-Keuls (p <
0,05) no programa BioEstat 5.3.

Resultados e Discussao

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que a CICLO (CP) resultou
em MN significativos quando comparada ao CN (Tabelas 1 e 2). No EAC, apés
24 e 72 h observou-se a reducao significativa de MN nas maiores doses (20 e
40 mg/Kg) quando comparada com o CP (Tabela 1). Em 48 h, houve reducédo
significativa de MN apenas em 40 mg/Kg (Tabela 1). Além disso, a %RDMN
variou de 25,7 a 105,8 (Tabela 1). Enquanto no EAF, em todos os tempos de
coleta e nas trés doses (10, 20 e 40 mg/Kg), houve reducéao significativa de MN
(Tabela 2) e a %RDMN variou de 61,67 a 134,07. Esses resultados mostram a
maior eficiéncia do EAF no efeito protetor contra agdo mutagénica da CICLO. O
perfil fitoquimico no presente estudo evidenciou a presenca de taninos e
acucares redutores nos dois extratos e de alcaloides no EAF. Possivelmente,
os fitoquimicos atuaram de forma sinérgica e/ou isolados, bloqueando acao de
mutagenos, decorrentes do metabolismo da ciclofosfamida, no DNA

Rev. Interd. Cién. Saude — ISSN 2358-6966

277




Il SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potencialidades Terapéuticas

(MELLADO-GARCIA et al., 2016). Os fitoquimicos citados podem ter atuado
como compostos antioxidantes (TANIA et al., 2016), anti-inflamatorios e
antimutagénicos, que neutralizam os radicais livres, sequestram ions metélicos
e estimulam enzimas antioxidantes capazes de atuar de forma mais eficaz para
evitar os danos causados pela CICLO (MELLADO-GARCIA et al., 2016).
Resultados similares quanto ao efeito protetor foram relatados por Rocha et al.
(2016). Adicionalmente, o menor efeito protetor do EAC na menor
concentracdo (10 mg/Kg) nos trés tempos de coleta (Tabela 1) pode estar
associada a baixa biodisponibilidade dos fitoquimicos durante a metaboliza¢éo
desse extrato. Mesmo assim, o EAC nessa concentracdo apresentou efeito
protetor moderado (25 a 40%), enquanto todos outros valores de %RDMN que
estdo acima de 40%, indicaram a forte antimutagenicidade tanto no EAC como
no EAF, como proposto por Verschaeve e Staden (2008).

Tabela 1. Média de eritrécitos micronucleados em células sanguineas de camundongos (Mus
musculus) apds tratamento simultaneo com trés diferentes concentracdes do extrato aquoso
das cascas de P. bracteosa e ciclofosfamida.

Eritrocitos Micronucleados

0,
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
CN 6,5+ 1,1* 10,0 + 2,2** 6,8 + 2,9** - - -
CP 27,1127 255+2,8 20,2+ 3,4 - - -
10 mg/Kg + 218+53 215+11  164+40 257 258 287
Ciclofosfamida
20 mg/Kg + 132+22¢ 167+25  79+29* 675 567 91,8
Ciclofosfamida
40 mg/Kg +

. . 11,1 + 2,6* 9,1+1,6* 8,1+21* 77,7 105,8 90,0
Ciclofosfamida

CN (Controle Negativo): 4gua destilada. CP (Controle Positivo): ciclofosfamida (50 mg/Kg).
%RDMN: porcentagem de reducéo de danos de MN. — (ndo avaliado). *Significativo no teste de
Kruskal-Wallis com teste de Student-Newman-Keuls a posteriori (* p < 0,05; * p < 0,01)
guando comparados com o CP. Os resultados referem-se a andlise de 10.000 células. Fonte:
proprio autor.

Tabela 2. Média de eritrdcitos micronucleados em células sanguineas de camundongos (Mus
musculus) apd@s tratamento simultaneo com trés diferentes concentra¢cdes do extrato aquoso
das folhas de P. bracteosa e ciclofosfamida.

Eritrocitos Micronucleados

0,
Tratamento (Média + Desvio Padréo) ¥RDMN
24 h 48 h 72 h 24h 48h 72h
CN 6,3+1,7* 49+13*  69+1,3 - ; ;
cP 179+34  109+22  160+26 - - -
10 mg/Kg + 88+22%*  66+16* 38+15% 785 71,7 1341
Ciclofosfamida
20 mg/Kg + 62+1,7* 56+14* 80+21* 1008 883 87,9
Ciclofosfamida
40 mg/Kg +

. . 7,8 +2,8** 72+1,7% 9,4 +2.72*% 87,1 61,7 72,5
Ciclofosfamida
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CN (Controle Negativo): agua destilada. CP (Controle Positivo): ciclofosfamida (50 mg/Kg).
%RDMN: porcentagem de redugéo de danos de MN. — (ndo avaliado). *Significativo no teste de
Kruskal-Wallis com teste de Student-Newman-Keuls a posteriori (* p < 0,05; ** p < 0,01)
quando comparados com o CP. Os resultados referem-se a analise de 10.000 células. Fonte:
préprio autor.

Concluséao

A partir das analises realizadas observou-se resultados favoraveis ao potencial
antimutagénico nas maiores doses do EAC e em todas as doses do EAF de P.
bracteosa no tratamento simultdneo. Ressalta-se ainda a importancia de mais
estudos para assegurar 0 potencial efeito protetor dos extratos de P. bracteosa
no DNA.

Palavras-chave: Compostos fitoquimicos. Terapéutica. Plantas medicinais.
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Efeito modular de Jatropha mollissima (Pohl) Baill. sobre a
mutagenicidade da doxorrubicina em células somaticas de Drosophila
melanogaster
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Brito Lopes?, Francisco Soares Santos Filho!, Pedro Marcos de Almeida?,
Francielle Alline Martins?

!Centro de Ciéncias da Natureza/CCN, Universidade Estadual do Piaui, Teresina-PI, Brasil.
cledianemacedo100@hotmail.com; 2 Centro de Ciéncias da Saude/ FACIME, Universidade Estadual do Piaui,
Teresina-PI, Brasil.

Introducao

O uso de plantas/fitoquimicos no combate ao Aedes aegypti tem sido
uma estratégia alternativa a utilizacdo de inseticidas sintéticos no mundo todo.
Estudos recentes revelaram atividade larvicida satisfatéria do extrato foliar do
pinhdo bravo (Jatropha mollissima), no entanto, antes da recomendacao e uso,
estudos do potencial toxicolégico deste ao ambiente e a salde humana devem
ser realizados (ARAUJO et al., 2014).

Dentre o0s métodos disponiveis para avaliacgdo do potencial
toxicogenético destacam-se o0s testes SMART (Somatic Mutation and
Recombination Test). O SMART é um teste para deteccdo de mutacdo
somatica e recombinacdo, € uma técnica que utiliza o organismo Drosophila
melanogaster e baseia-se no fato de que, durante o inicio do desenvolvimento
embrionario das moscas, grupos de células (discos imaginais) proliferam
mitoticamente até se diferenciarem em estruturas do corpo da mosca adulta
(olhos, asas, etc.) e caso ocorra uma alteracdo genética em uma das células
primordiais dos discos imaginais, esta alteracdo sera detectada como uma
mancha de pelos mutantes, na asa da mosca adulta (GUZMAN-RINCON e
GRAF, 1995).

Tendo em vista o potencial uso do pinhdo bravo como planta biolarvicida
e a necessidade eminente de avaliacdo dos possiveis riscos ambientais e a
salde humana desse extrato, o presente estudo teve como objetivo principal a
analise do potencial mutagénico e/ou antimutagénico do extrato foliar etandlico
de J. mollissima em células somaticas D. melanogaster.

Metodologia

Folhas de J. mollissima foram coletadas no municipio de Luis Correia —
Pl, secas em estufa a 45°C e em seguida pulverizadas. O po6 foi solubilizado
em etanol absoluto e apos 72h filtrado e submetido a rotaevaporagcdo em
pressdo reduzida e temperatura de 60°C. ApOs seco com o auxilio de Speed
Vacuum a 45 °C, o extrato etandlico (EE) foi avaliado em cinco concentracgdes:
0,01; 0,1; 1; 10 e 100 mg/mL e o perfil fitoquimico determinado como descrito
por BARBOSA et al. (2001).

Machos da linhagem mwh de D. melanogaster, com constituicado

cromossOomica mwh/mwh foram cruzados com fémeas virgens da linhagem flr3
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(flare), com constituicdo genética flr3/In (3LR)TM3, ripp sep [(3)89Aabx34e e
Bds. Larvas de terceiro estagio de desenvolvimento, 72 + 4 horas, foram
transferidas para frascos de vidros contendo 1,5 g de meio de cultura
alternativo (puré de batata instantdaneo, Yoki®) e 5 mL das diferentes
concentracbes do EE isoladamente ou em associagdo com a doxorrubicina
(DXR-0,125mg/mL). Como controle negativo foi utilizado agua destilada e como
controle positivo DXR isoladamente.

Os adultos emergentes foram coletados e conservados em etanol 70%.
As asas das moscas foram extraidas com auxilio de pinga e analisadas em
microscopio optico de luz para observacdo e quantificacdo da a presenca dos
diferentes padrbes de manchas mutantes.

Os dados de mutagenicidade foram analisados por meio do teste
Binomial condicional (Teste de Kastenbaum Bowman) a 5% de probabilidade,
descrito por Frei e Wadurgler (1988). Para a andlise estatistica da
antimutagenicidade, as frequéncias de cada tipo de mancha por mosca, foram
comparadas aos pares (DXR vs. Extrato + DXR), usando o teste U de Mann,
Whitney e Wilcoxon (FREI e WURGLER, 1995).

Resultados e Discusséo

No ensaio, observou-se que as frequéncias de manchas no controle
positivo, em todas as categorias avaliadas, foram significativamente maiores
guando comparadas ao controle negativo. Este resultado demonstrou que o
teste SMART é sensivel o suficiente para detectar a presenca de agentes
mutagénicos (FERNANDES et al., 2014).

As diferentes concentragcdes do EE, quando comparadas ao controle
negativo, ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao numero
total de manchas, manchas pequenas, grandes ou gémeas. Indicando que o
EE néo foi capaz de causar dano direto ao DNA (Tabela 1).

Efeito antimutagénico foi observado nos co-tratamentos com diferentes
concentracbes do EE em associacdo com a DXR. Os dados mostraram
reducdo significativa na frequéncia de todas as categorias de manchas para
todas as concentracdes avaliadas, sugerindo um efeito modulador ao dano
causado pela DXR no DNA das células somaticas de D. melanogaster. O efeito
citotbxico da DXR é atribuido a sua transformagdo em radicais livres de
semiquinona, levando & morte celular por danos ao DNA (FELICIO et al.,
2011). Entdo podemos considerar que o EE quando combinado com a DXR
atuou como estabilizador dos radicais livres induzidos pela DXR.

A presenca de flavonoides e agucares redutores evidenciada na analise
fitoquimica corrobora com esta potencial atividade antioxidante do EE, visto
gue estes compostos atuam retardando ou impedindo os danos oxidativos,
causados pelos radicais livres, que podem levar ao mau funcionamento das
células (SILVA et al., 2017).

Observou-se ainda, a presenca de alcaloides e triterpenos. Nos vegetais
os alcaloides desempenham a funcdo de defesa contra predadores
(GALLARRETA et al., 2016). Alguns alcaloides séo inseticidas e agem como
repelentes em herbivoros (FUMAGALI et al.,, 2008). Juntamente com o0s
flavonoides, terpenos e alcaloides sédo considerados os principais grupos de
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metabdlitos das plantas, responséveis pela atividade inseticida a varios insetos
(PARMAR et al., 1997) inclusive A. aegypti, 0 que pode explicar a atividade
larvicidade de J. mollissima relatada por Araujo et al. (2014).

Tabela 1 - Frequéncia de manchas mutantes nas asas de Drosophila melanogaster tratadas
com extrato foliar de Jatropha mollissima.

Frequéncia de manchas por individuo®?

Tratamentos MSP MSG
(mg/mL) N (1-2 céls) (>2 céls) M_G TY'
m =2 m=5 m=5 m=2
Controle Negativo 30 2,93(88) 0,13(04) 0,03(01) 3,10(93)
EE 0,01 30 2,03(61) - 0,13(04) i 0,00(00) i 2,17(65) -
EE 0,1 30 2,63(79) - 0,13(04)i  0,00(00)i  2,77(83) -
EE 1 30 2,73(82) - 0,07(02)i  0,00(00)i  2,57(77) -
EE 10 30 2,30(69) - 0,20(06) i 0,07(02) i 2,57(77) -
EE 100 30 3,77(113) f+ 0,50(15) i 0,03(01)i 4,30(129) f+
(Con?é?eoﬁti?tivo) 30 31,87(956) +  14.20(426) + 1,73(52) + A47,80(1434) +
DXR 0,125+ EE 0,01 30 4,40(132)* 1,10(33)*  0,23(07)*  5,73(172)*
DXR 0,125+ EE 0,1 30 2,47(74)* 0,77(23)*  0,47(14)*  3,70(111)*
DXR 0,125 + EE 1 30 3,73(112)* 0,83(25)*  0,47(14)*  5,03(151)*
DXR 0,125 + EE 10 30 2,10(63)* 0,53(16)*  0,30(09)*  2,93(88)*
DXR 0,125+ EE 100 30 3,30(99)* 0,60(18)*  0,37(11)*  4,27(128)*

Fonte: dados experimentais

aDiagnéstico estatistico pelo Teste de Kastenbaum Bowman (Frei e Wiirgler, 1988): - negativo;
+positivo; i inconclusivo e f+ fraco positivo; Niveis de significancia a = b = 0,05 vs. controle
negativo (dgua destilada).

b Diagndstico estatistico de acordo com o teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Wiirgler;
1995): * p < 0.05 vs. controle positivo (Doxorrubicina - DXR).

m: fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos; EE:
extrato etandlico de J. mollissima

Concluséao

O extrato etanodlico de Jatropha mollissima ndo apresentou atividade
mutagénica nas concentracdes avaliadas, dessa forma, este foi considerado
um promissor bioinseticida no combate ao A. aegypti. Adicionalmente, atividade
antimutagéncia do extrato foi observada, evidenciando um potencial uso deste
extrato também no combate ao cancer. Embora promissores, estudos
adicionais com outros modelos experimentais sdo Uteis para confirmar a
seguranca e atividade do extrato de J. mollissima para mamiferos.

Palavras-chave: Mutagénese. Toxicidade. Jatropha
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Introducéo

Poincianella bracteosa (Tul.) L.P. Queiroz. (Fabaceae), popularmente
conhecida como "pau-de-rato” e/ou “catingueira" € uma arvore de porte médio,
gue pode alcancar de 3 a 10 m de altura (QUEIROZ, 2009) endémica do Brasil,
encontra-se nos Biomas da Caatinga e Cerrado (MAIA-SILVA et al. 2012) e
distribuida nas regiées Norte (Tocantins), Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhao,
Paraiba, Piaui) e Centro-Oeste (Goias, Mato Grosso) (LEWIS, 2015).

A casca, flor, folha, raiz e caule sédo preparados nas formas de
garrafada, infusdo e xarope e utilizados na terapia popular no tratamento de
gastrite, azia,problemas gastricos, tosse, bronquite, asma, infeccdes
respiratorias, gripe, colica, febre, flatuléncia, diarreia, diabetes, diurético,
antipirético, expectorante e afrodisiaco (ALBUQUERQUE et al., 2007;
CARTAXO et al., 2010).

Considerando a sensibilidade de Teste SMART (Somatic Mutation and
Recombination Test) para deteccdo de mutacdo somatica em D. melanogaster
e a utilizacdo de P. bracteosa na medicina tradicional, o presente estudo
objetivou a avaliar o potencial antimutagénio do ch& das folhas de catingueira
em danos induzidos pela doxorrubicina ao DNA de células somaticas de D.
melanogaster.

Metodologia

Folhas de P. bracteosa foram colocadas em estufa para secagem a
48°C. O material seco das folhas foi triturado em liquidificador e em seguida 3,2
g foram solubilizados 100 mL. A solucdo foi fervida por 10 minutos e em
seguida filtrada e armazenada a 4°C por 24 h. O extrato foi avaliado em quatro
concentracgOes: 2; 4; 8 e 16mg/mL combinadas com Cloridrato de Doxorubicina
(DXR-0,125mg/mL). DXR é um agente quimioterapico utilizado no tratamento
de varias neoplasias humanas, em D. melanogaster, no teste SMART, a
doxorrubicina induz efeitos mutagénicos e recombinogénicos, sendo muito
utilizada como controle como indutor nas avaliagdes antimutagénicas.

Dois cruzamentos foram realizados: (1) cruzamento padrao (Standard -
ST), com niveis basais de enzimas de metabolizac¢do (citocromo P450), e (2) o
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cruzamento de alta bioativacdo (HB), com niveis elevados de enzimas de
metabolizacao (citocromo P450).

Para o ST, machos da linhagem mwh (multiple wing hairs), com
constituicdo cromossémica mwh/mwh, foram cruzados com fémeas virgens da
linhagem fIr3 (flare), com constituicdo genética flr3/In (3LR)TMS3, ripp sep
I(3)89Aabx34e e Bds. Para o HB, machos mwh foram cruzados com fémeas
virgens ORR; fIr3, com constituicdo genética ORR/ORR,; flr3/In (S3LR)TM3,ri pp
sep 1(3)89Aabx34e e Bds (GRAF & VAN SCHAIK, 1992).

Apébs cruzamento, larvas de terceiro estagio de desenvolvimento, 72 + 4
horas, foram transferidas para frascos de vidros contendo 1,5 g de puré de
batata instantéaneo, Yoki® e 5 mL das diferentes concentragbes do extrato da
folha de P. bracteosa em associacdo com DXR (0,125mg/mL). Como controle
negativo foi utilizada dgua destilada e como controle positivo apenas a DXR.

Os adultos emergentes dos cruzamentos ST e HB foram coletados e
conservados em etanol 70%. As asas das moscas foram extraidas com auxilio
de lupa binocular e de pincas entomoldgica, pareadas em laminas e
observadas ao microscépio para quantificacdo da presenca dos diferentes
padrées de manchas mutantes nas asas das moscas (tipo e o tamanho das
mesmas).

Para a analise estatistica da antimutagenicidade as frequéncias de cada
tipo de mancha por mosca, foram comparadas aos pares (DXR isoladamente
vs. Extrato + DXR), usando o teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (FREI E
WURGLER, 1995).

Resultados e Discusséo

Como esperado o controle positivo promoveu um aumento significativo
no numero de manchas para todas as categorias avaliadas quando comparado
com o controle negativo (p< 0,05) nos dois cruzamentos avaliados, ST e HB.
Este resultado demonstrou que o teste SMART é sensivel o suficiente para
detectar a presenca de agentes mutagénicos (FERNANDES et al., 2014).

Nos descendentes do cruzamento ST foi observada diminuicao
significativa do numero de manchas gémeas em todas as concentragfes
avaliadas, as manchas gémeas surgem exclusivamente por eventos
recombinogénico, desta forma esses dados sugerem que o cha atua na
modulacdo da ocorréncia desse efeito induzido pela DXR (ARAUJO, 2008)
(Tabela 1). Para a maior concentracdo avaliada, 16mg/mL, observou-se ainda
0 aumento significativo de manchas simples pequenas e grandes, 0 que
demonstra um efeito potencializador do ch& sobre a agcdo mutagénica da DXR.

No cruzamento HB observou-se a diminuicdo da frequéncia de manchas
simples pequenas e no total de manchas para todas as concentragbes em
estudo (Tabela 1), sugerindo um efeito modulador ao dano causado pela DXR
no DNA das células somaticas de D. melanogaster, assim como observado por
(DUTRA , 2007).

A diferenga entre os cruzamentos ST e HB esta relacionada ao nivel de
CYP450. Descendentes do cruzamento ST possuem niveis basais de CYP450,
enquanto os descendentes do cruzamento HB apresentam alta expressividade
das enzimas CYP450. Este conjunto de enzimas envolve o metabolismo de
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varios compostos enddgenos e xenobidticos. Algumas drogas sdo inativas
através desta biotransformacédo, no entanto, alguns metabdlitos gerados neste
processo podem apresentar aumento das suas propriedades ativas
(SATURNINO et al., 2017). Isto explica por que o efeito do cha foi diferente nos
cruzamentos ST e HB, pois neste os produtos gerados da metabolizacdo do
cha atuaram na modulacdo dos efeitos da DXR, enquanto naquele a ingestao
do chd na concentragdo 16 mg/ml interagiu diretamente com a DXR,
potencializando seu efeito.

Tabela 1 - Frequéncia de manchas mutantes nas asas de Drosophila melanogaster dos
cruzamentos ST e HB tratadas com o ch& de Poincianella bracteosa em associacdo com a
Doxorrubicina (DXR-0,125 mg/ml)

Manchas por individuo diagnéstico estatistico a°
Tratamentos

Manchas Manchas
N° simples simples Manchas Total de
DXR Ccha pequenas (1- grandes gémeas manchas
(mg/ml) (mg/ml) 2células) (>2células)
Cruzamento ST
0 0 20 0,85 (17) 0,00 (00) 0,05 (01) 0,90 (18)
0,125 0 20 6,31 (123)+ 3,28 (64)+ 3,38 (66)+ 12,97 (253)+
0,125 2 20 5,45 (109) 4,40 (88) 0,45 (09)* 10,30 (206)
0,125 4 20 6,25 (125) 3,50 (70) 0,10 (02)* 9,85 (197)
0,125 8 20 9,40 (188) 6,45 (129) 0,40 (08)* 16,25 (325)
0,125 16 20 17,10 (342)* 9,60 (192)* 1,10 (22)* 27,80 (556)*
Cruzamento HB
0 0 20 2,55 (51) 0,00 (00) 0,00 (00) 2,55 (00)
0,125 0 20 14,95 (299) 0,75 (15) 0,00 (00) 15,70 (314)
0,125 2 20 5,35 (107)* 4,15 (83)* 0,20 (04) 9,70 (194)*
0,125 4 20 4,35 (87)* 1,70 (34) 0,45 (09) 6,50 (130)*
0,125 8 20 2,40 (48)* 0,65 (13) 0,15 (03) 3,20 (64)*
0,125 16 20 1,65 (33)* 0,10 (02) 0,10 (02) 1,85 (37)*

Fonte: dados experimentais préprios

a Diagnostico estatistico pelo Teste de Kastenbaum Bowman (Frei e Wirgler, 1988): - negativo;
+positivo; Niveis de significAncia a = b = 0,05 vs. controle negativo (Agua destilada).

b Diagndstico estatistico de acordo com o teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Wirgler;
1995): * p < 0.05 vs. controle positivo (Doxorrubicina - DXR).

m: fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos.

¢ Calculado de acordo com Abraham (1994). [(DXR — cha + DXR/ DXR ) x 100].

Concluséo

O ch& das folhas de P. bracteosa em altas concentracbes atua
potencializando o dano ao DNA induzido pela DXR em células somaticas de D.
melanogaster, no entanto, a metabolizacdo do mesmo gera subprodutos que
apresentam efeito modulador, capazes de diminuir a ocorréncia de mutacgdes,
sendo assim, embora promissores, estudos posteriores S840 necessarios para
identificar e isolar quais sdo esses metabdlitos secundarios responsaveis por
esta inibicho que futuramente poderdo ser explorados pela indUstria
farmacéutica.
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Introducéo

Os estudos toxicolégicos in vitro sdo uma opcgdo na triagem em busca de
plantas que possuam efeitos toxicos; pois além de diminuir custos e obter respostas
rapidas, possibilitam a identificag@o preliminar de plantas com potencial efeito toxico e
permitem a redugéo dos animais utilizados na experimentagdo (BEDNARCZUK et al.,
2010). Muitos testes sdo utilizados para avaliar a toxicidade sistémina aguda dos
animais, e também para classificar e rotular apropriadamente substancias de acordo
com o seu potencial de letalidade ou toxicidade (LOPES, 2006).

As plantas téxicas de interesse pecuario sdo aquelas que, quando ingeridas
pelos animais, em condi¢des naturais, causam danos a satude ou mesmo morte dos
animais (ROSSETI; CORSY, 2009). No Brasil, foram descritas cerca de 130 espécies
de plantas téxicas, mas esse numero vem crescendo continuadamente. Na regido
Nordeste sdo conhecidas pelos menos 38 plantas toxicas, com algumas delas sendo
importantes para bovinos, caprinos e ovinos (TOKARNIA et al., 2012). Na pecuaria, as
ingestdes de plantas téxicas representam significativa causa de prejuizos econémicos,
uma vez que influenciam diretamente na producéo animal (BARBOSA et al., 2007;
MELLO et al., 2010).

Deste modo, varios estudos tém sido realizados, na tentativa de identificar o
nivel de toxicidade de plantas. A E. contortisiliquum, conhecida como tamboril ou
orelha-de-negro, tem ampla distribuicdo no Brasil e causa intoxicagcéo pela ingestao de
favas na época da seca provocando transtornos digestivos, fotossensibilizacdo
hepatégena e abortos (LORENZI, 2002; MELLO et al., 2010; BEZERRA et al., 2012;
TOKARNIA et al., 2012; SANT'ANA et al., 2014).

A partir destas consideracdes, o objetivo deste trabalho consistiu em avaliar o
extrato etandlico das vagens de E. contortisiliquum, com relacdo atividade citotoxica
frente Artemia salina e atividade hemolitica.

Materiais e método

Foram coletados os frutos de E. contortisiiquum em propriedades no
municipio de Monsenhor Gil. O material vegetal foi dessecado em estufa,
triturados em moinho, submetido a maceracao a frio, com etanol PA, filtrado e
concentrado em evaporador rotativo a 40°C, liofilizado, acondicionado em
frascos de vidro ambar e conservado a temperatura de 4-8°C.

Para a andlise a atividade citotoxica frente Artemia salina, foi utilizada a
metodologia de Meyer et al. (1982) adaptada. Os cistos de A. salina foram
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incubados em agua do mar artificial na concentracéo de 0,5 mg/mL, mantida
sob aeracdo e agitacdo constantes, em uma temperatura entre 26 a 30 °C,
iluminacdo de 20 W e o pH entre 8 a 9, por 48 horas para a eclosdo dos
mesmos. Apos a eclosdo dos cistos, 10 larvas de A. salina foram transferidas
para tubos contendo agua artificial do mar, com extrato etandlico das vagens
de E. contortisiliquum (EEtOH-Ec) nas seguintes concentracdes: 1, 10, 100 e
1000 pg/mL, em triplicata. Foi utilizado adgua do mar artificial como controle
negativo. Os nauplios foram incubados por 24 horas, decorrido este periodo de
contato os sobreviventes foram contados. Os dados foram analisados pelo
método Probits com confianga de 95%. Os resultados foram expressos por
média = desvio padrdo, analisados de forma independente. Os ensaios foram
analisados por ANOVA - One-way - seguido de aplicacdo do teste Tukey
utilizando o programa Graph Pad versao 5.0. As diferencas significativas foram
consideradas como p<0,05.

O EEtOH-Ec foi submetido a dois ensaios de atividades hemoliticas. No
primeiro, foram utilizadas placas de agar-sangue (Newprov®). As amostras
foram preparadas a 1.000 ug/mL e impregnadas em discos estéreis n°® 1 com 7
mm de diametro (Whatmann®). Discos impregnados com o solvente foram
utilizados como controle negativo, e o Triton X-100 a 1.000 pg/mL como um
controle positivo. Depois da evaporacdo dos solventes, os discos foram
distribuidos nas placas, que foram incubadas a 36°C por 24 horas. Apos este
periodo verificou-se a formacdo de halo de hemdlise. Os halos foram entdo
medidos e os resultados expressos como média dos halos encontrados em
triplicata (KALEGARI et al., 2011).

O segundo método seguiu metodologia descrita na Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2010) com adaptacfes. Para este método preparou-se,
com sangue de carneiro desfibrinado (Newprov®), uma suspensao a 2% em
tampéo fosfato pH 7,4. O EEtOH-Ec foi testado em concentracées de 1000,
500, 250 e 125 pg/mL. Um volume de 1,0 mL da suspensao de sangue foi
adicionado a cada tubo contendo as amostras que foram lentamente
homogeneizadas, seguido de repouso por 30 minutos. Decorrido este tempo,
foram homogeneizadas novamente e mantidas em repouso durante mais 150
minutos. Depois, as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a 3.000
rom. A agua destilada foi utilizada como controle positivo e tampao fosfato
como controle negativo. O resultado foi descrito como presenca ou auséncia de
hemdlise baseado na tonalidade do sobrenadante apos centrifugacdo. A
presenca de um precipitado de globulos vermelhos indicou resultado negativo.

Resultados e discussao

Um dos métodos alternativos amplamente utilizados em triagem de
substancias de origem vegetal € o método que utiliza 0 microcustaceo Artemia
salina, que foi desenvolvido para detectar compostos ativos em extratos
vegetais (SILVA et al.,, 2005), mas que pode ser utilizado para expressar a
toxicidade de um extrato (LIMA et al., 2002).

O extrato das vagens de E. contortisiliqguum apresentou toxicidade nas
concentracbes de 10, 100 e 1000 pg/mL, sendo capaz de causar a morte de
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51,07%, 72,44% e 100%, respectivamente, das larvas de A. salina durante as
primeiras 24 horas de exposicédo (tabela 1).

Tabela 1 - Mortalidade média (%) de nauplios de Artemia salina de acordo com as
concentracdes do extrato de Enterolobium contortisiliguum (ug/mL)

Concentracéo Média (%) Erro Padréo ()
0 (controle) 13,05 3,38
1,0 38,25a 6,96
10,0 51,07 a 12,08
100,0 72,44 ab 5,51
1000,0 100,0 abc 0,00

a — diferenca estatistica significativa em relacéo grupo controle, b — diferenca em relagdo ao
grupo 1 pg/mL, c — diferenca em relagédo ao grupo 10 pg/mL. (ANOVA, Tukey. p< 0,05).
Fonte: préprio autor

Com os dados de mortalidade obtidos, determinou-se a CL50, isto &, a
concentracdo que causa mortalidade em 50% dos organismos durante o
periodo observado. O EEtOH-Ec foi testado nas concentracfes de 1, 10, 100 e
1000 pg/mL e controle negativo com solucdo salina. A andlise do ensaio
testado conferiu para o CL50 para o EEtOH-Ec foi a partir de 10 ug/mL. De
acordo com Nguta et al. (2011), tanto extratos organicos, quanto extratos
aguosos com valores de CL50 menores que 100 ug/mL apresentam alta
toxicidade. Sendo assim, o EEtOH-Ec mostrou atividade toxica frente o
microcrustaceo A. salina.

Com relacdo aos resultados obtidos nos ensaios de atividade hemolitica,
as amostras do EEtOH-Ec apresentaram hemolise. No teste onde foi utilizada a
suspensao de células sanguineas foi observada coloracdo vermelha sem
presenca precipitado de células nas concentracdes de 1000 e 500 ug/mL,
demonstrando que as amostras testadas promoveram a hemdlise. Estes
resultados foram confirmados pelo método de difusdo em agar, em que houve
a formacdo do halo de hemdlise com o uso do EEtOH-Ec semelhante ao
observado no Triton X-100 (tabela 2).

Tabela 2 - Avaliacdo da atividade hemolitica em agar sangue do extrato etandlico de
Enterolobium contortisiliquum

Tratamento Média Erro Padréo (¥)
Controle negativo 0,0 0
Controle positivo (Triton X-100) 220a 0,58
EEtOH-Ec 1000 pg/mL 17,23 ab 0,88

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA seguida de Tukey, p<0,05. a — quando
difere do grupo controle negativo; b - quando difere do grupo controle negativo.
Fonte: préprio autor

Concluséo

Concluiu-se que o extrato etandlico das vagens de Enterolobium
contortisiiquum  apresentou forte toxicidade no bioensaio com o
microcrustaceo A. salina e nos ensaios de atividade hemolitica.

Palavras-chave: plantas toxicas. Hemolise. Artemia salina.
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Introducéo

A E. contortisiliquum é conhecida como timbaulva, tamboril ou orelha-de-negro.
E uma éarvore com ampla distribuicdo no Brasil (LORENZI, 2002; TOKARNIA et al.,
2012). A intoxicacdo por essas plantas ocorre apés a ingestéo de favas na época da
seca, quando ha escassez de forragem nas propriedades, levando o gado a procurar
alternativas alimentares no pasto. Sdo descritos sinais clinicos caracterizados por
transtornos digestivos, fotossensibilizacdo hepatégena e abortos (MELLO et al., 2010;
BEZERRA et al., 2012; SANT’ANA et al., 2014). A forma digestiva desta intoxicacéo é
causada por acidose e, portanto, a sua ocorréncia deve ser associada a ingestdo de
favas em um curto periodo de tempo por animais que ndo estavam ingerindo a planta
anteriormente (OLINDA et al, 2015). Os abortos ndo foram reproduzidos
experimentalmente. Entretanto, em cobaios (Cavia porcellus), a planta induziu abortos
em animais sem sinais clinicos, mas com lesGes hepéticas (BONEL-RAPOSO et al.,
2008).

Apesar do extensivo estudo relacionada as plantas toxicas do Brasil,
ainda ha caréncia de informacdes relacionadas a forma de como estas séo
toxicas (RIET-CORREA et al., 2009; TOKARNIA et al., 2012; PESSOA et al.,
2013), seja pela morte de animais, redugdo na produgéo ou interferéncia na
reproducdo sob a forma de abortos, sendo desejavel obter informacdes que
possam contribuir para seu controle e profilaxia.

Materiais e método

Foram coletados os frutos de E. contortisiiquum em propriedades no
municipio de Monsenhor Gil. O material vegetal foi dessecado em estufa,
triturados em moinho, submetido a maceracao a frio, com etanol PA, filtrado e
concentrado em evaporador rotativo a 40°C, liofilizado, acondicionado em
frascos de vidro ambar e conservado a temperatura de 4-8°C.

Para a avaliagdo da toxicidade gestacional do extrato etandlico de E.
contortisiiquum (EEtOH-Ec) foram utlizadas 24 ratas Wistar (Ratus
norvegicus) e 12 ratos machos adultos, provenientes do Biotério Central da
UFPI. Os animais foram acasalados na propor¢cdo de um macho para duas
fémeas. Foram feitos esfregacos vaginais diarios para confirmagdo da
gestacdo, dada pela presenca do tampao vaginal ou de espermatozoides no
lavado vaginal, sendo este o primeiro dia da gestacdo (MULLER, 2011).
Depois, as ratas foram divididas em grupos (N=6) e tratadas com: veiculo (agua
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destilada), EEtOH-Ec (250, 500 e 1000 mg/Kg), por gavagem, durante periodo
de gestacéo.

Avaliou-se o tempo de prenhez (dias), sexo dos filhotes, nimero de
filhotes vivos e natimortos. O peso total da ninhada foi registrado nos dias 1, 3,
5, 7 e 9 apds 0 nascimento, para determinar o ganho de peso. As crias foram
examinadas quanto aparecimento de pelos, desdobramento das orelhas,
erupcdo dos dentes incisivos, abertura dos olhos e inicio da puberdade
(descida dos testiculos ou abertura vaginal). A prole foi avaliada pela
observacdo da atividade motora, sensorial e exploratéria dos animais em
campo aberto (CALLIARI, 1998) nos dias 10, 13, 16, 18 e 21 da lactacédo, por
1:30 minutos, registrando-se 0s seguintes parametros: Locomocao, Levantar e
Limpeza. Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de ética em experimentacdo
animal sob o numero 057/15.

Resultados e discusséo

O Tempo de prenhez e o numero de filhotes nascidos vivos néo tiveram
diferencas significativas entre os grupos tratados, entretanto, na dose de 500 e
1000 mg/kg houve filhotes nascidos mortos, podendo sugerir toxicidade do
extrato sobre a gestacao dessa progénie (tabela 1).

Tabela 1 - Desempenho reprodutivo de ratas tratadas com extrato etandlico de Enterolobium
contortisiliquum durante o periodo gestacional.

GRUPO DOSE PARAMETRO
mg/Kg TEMPO DE FILHOTES N°DE FILHOTES SEXO
PRENHEZ NATIVIVO NATIMORTOS MACHO FEMEA
S

CONTROLE 22,33+0,33  8,67+0,33 0 3,00+1,00 5,67+0,88
EEtOH-Ec 250  23,33+0,33  9,00+1,73 0 3,67+0,33 5,33+2,03
500  23,33+0,33  6,00+1,68 4 3,67+0,67 4,00+0,57

1000 23,00+0,58 9,67+3,38 3 5,00+2,51 4,67+1,20

Fonte: CCA/UFPI. Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA seguida de S.N.K.
p<0,05.

O periodo de gestacdo € uma das fases mais sensiveis do ciclo
reprodutivo. Nesse periodo, a maioria dos agentes atravessa a placenta e,
pode resultar em efeitos importantes sobre um organismo embriofetal, alvo
secundario desses agentes (DAMASCENO et al., 2008).

A avaliacdo do ganho de peso das ninhadas foi registrada a partir do 2°
até o 9° dia pos-nascimento. Nesse periodo, as progénies ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao peso e ao ganho de peso da ninhada,
quando comparado os tratamentos (tabela 2). Nas ninhadas cuja rata era
tratada com 1000 mg/kg de EEtOH-Ec, nota-se um menor ganho de peso em
relacdo ao controle no periodo entre 0 2° e 9° dias pds-natal. Os filhotes foram
pesados individualmente entre o 10° e 21° DPN, havendo diferenga significativa
no ganho de peso entre os Grupos Tratados e Controle, que apresentou menor
ganho de peso no periodo. A partir do 10° DPN os filhotes ficam mais ativos,
além de se alimentar do leite materno buscam as migalhas de racédo deixadas
pela rata, facilitando o ganho de peso individual.
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Tabela 2 - Avaliagdo do ganho de peso dos filhotes de ratas tratadas com extrato etandlico de
Enterolobium contortisiliguum durante o periodo gestacional.

PARAMETROS EEtOH-Ec
PESO DA NINHADA (DPN)  CONTROLE 50 maiKg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg
20 49,20+0,75  56,13+12,87  4507+0,89 50,47+17,19
30 61204303  72.27+1533 55004491 62,13+19.88
50 81,90+521  79.80+16,17  7527+8.96 77,47+22.74
7 104,94745 113742165 9113501 92,6025,50
90 130.6+0,97 136242547  114,5+7.03 114,9+30.65
GANHO DE PESO NO 81,40+9.38  80,07+12,62  69,43%6.15 64,43+0,38
PERIODO
PESO INDIVIDUAL
10° 12,09+0,56 8,130,702 10,6840,56 ab  14,24+0,78 bc
130 16,30+1,02  13,08:0,20a  16,85:0,57 14.01+0,23 ac
150 14294088  18.06:033a  18,1640,72a 16,7240,25 a
170 20,16+0,08  10,26:0,19  22,46+0,33ab __ 19,08+0,28
190 2416001  21,47+023a  24,60+0,62 C 27,13+1,77 b
210 27.63t1,26  26,68+0,28 30,21+1,27 20,26+1,28
GANHO DE PESO NO 14,640,827  18,55¢0,74a  19,53:0,89a  15,02+0,60 bc
PERIODO

Fonte: CCA/UFPI. Resultados expressos em média £+ E.P.M. ANOVA seguida de S.N.K,,
p<0,05. a — quando difere do grupo controle; b - quando difere do grupo 250 mg/Kg; ¢ — quando
difere do 500 mg/Kg.

N&o houve alteracdo no tempo de crescimento piloso, desdobramento
de orelhas, abertura dos olhos, erupg¢do dos incisivos e abertura vaginal dos
filhotes de ratas tratadas com EEtOH-Ec. Apenas o parametro descida dos
testiculos, nos grupos de 250mg/Kg e 1000mh/Kg, diferiram do grupo controle
(Tabela 3).

Tabela 3 - Avaliacdo do desenvolvimento fisico (em dias) dos filhotes de ratas tratadas com
extrato etandlico de Enterolobium contortisiliguum durante o periodo gestacional.

A EEtOH-Ec

PARAMETROS CONTROLE 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg

PELOS 5,67+0,33 5,33+0,33 5,33+0,33 7,00+0,57

DESDOBRAMENTO DAS ORELHAS 2,67+0,33 3,57+0,33 3,67+0,33 3,67+0,67
ABERTURA DOS OLHOS 15,00+0,57 14,33+0,67 13,33+0,33 14,67+0,88
ERUPCAO DOS INCISIVOS 12,33+0,33 10,67+0,33 11,00+0,57 11,67+0,67
DESCIDA DOS TESTICULOS 24,33+0,33  20,67+0,33a 22,33+1,20  20,50+0,50 a
ABERTURA VAGINAL 41,334£0,33 38,0040,57 41,00+1,00 37,67+3,84

Fonte: CCA/UFPI. Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA seguida de S.N.K.,
p<0,05. a — quando difere do grupo controle.

A partir do 10° dia foi realizada a avaliagdo da atividade motora dos
filhotes e a deambulacdo espontanea e observou-se que a medida que se
aproximou do 21° dia pds natal, a atividade neuromotora se evidenciara mais,
havendo ainda uma variagao intergrupo (tabela 4).
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Tabela 4 - Avaliacdo da atividade neuromotora: Locomocao, Levantar e Limpeza dos filhotes
de ratas tratadas com extrato etandlico de Enterolobium contortisiliquum durante o periodo

gestacional.
A EEtOH-Ec

PARAMETROS ~ CONTROLE 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg

LOCOMOCAO
10° 2,07+0,23 2,70+0,44 1,87+0,55 1,11+0,22 b
13° 4,54+0,45 5,22+0,42 7,26+0,84 a 3,56+0,45 c
15° 11,04+1,10 5,22+0,88 a 7,26+0,85 7,39+0,83
17° 21,47+1,95 15,22+1,51 a 12,96+1,25 a 4,46+1,09 abc
19° 18,65+1,13 13,52+1,31 16,48+1,18 28,53+3,14 abc
21° 22,18+1,95 14,07+1,35 a 16,91+1,68 21,00+2,05 b

LEVANTAR
10° 1,56+0,31 0,52+0,18 a 1,87+0,48 c 0,28+0,14ac
13° 2,27+0,33 4,59+0,43 a 2,52+0,39 ¢ 2,37+0,32 b
15° 3,85+0,57 6,78+0,52 a 5,65+0,62 5,54+0,68
17° 3,23+0,59 3,93+0,41 8,00+0,93 ab 4,61+0,75 ¢
19° 9,00+0,89 8,07+1,08 6,59+0,56 11,20+0,89 ¢
21° 4,65+0,64 7,36+0,79 7,22+0,83 7,75+0,72
LIMPEZA

10° 0,0+0,0 0,0+0,0 0,04+0,04 0,0+0,0
13° 0,46+0,18 0,18+0,07 0,04+0,04 0,28+0,08
15° 0,31+0,11 1,00+0,14 a 0,43+0,11 b 0,54+0,09 b
17° 0,65+0,12 1,11+0,14 0,91+0,15 1,23+0,17
19° 1,31+0,12 1,67+0,17 1,52+0,15 1,27+0,15
21° 1,88+0,17 1,48+0,11 1,65+0,21 1,25+0,12

Fonte: CCA/UFPI. Resultados expressos em médiatE.P.M. ANOVA seguida de S.N.K,,
p<0,05. a— quando difere do grupo controle; b — quando difere do grupo 250 mg/Kg; ¢ — quando
difere do 500 mg/Kg.

Concluséo

Concluiu-se que o0 extrato etandlico das vagens de Enterolobium
contortisiliquum possui acao toxica jA que causou fetotoxicidade: morte fetal,
decréscimo do peso corporal ao nascer e diminuicdo da atividade
comportamental exploratoria e sensorial na prole de ratas tratadas com esse.

Palavras-chave: toxicidade reprodutiva. ratas. extrato etandlico.
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Introducéo

A utilizacdo de plantas medicinais pela humanidade € tdo antiga quanto
a sua propria historia (LAROCCA, 2016). Apesar do desenvolvimento de novas
tecnologias aplicadas a saude, referentes ao tratamento de doencas, a
interagdo entre homem e plantas medicinais permaneceram estaveis ao longo
do tempo, possivelmente pelo melhor custo-beneficio que essa utilizagdo traz
(ARNOUS et al., 2005).

A espécie Momordica charantia L., também conhecida como meldo de
Sao Caetano ou meldo amargo, pertencente a familia Cucurbitaceae, € uma
trepadeira de crescimento rapido, presente no Brasil em Estados do Nordeste
como Piaui e Maranhdo. Suas folhas podem ser usadas para desordens do
sistema digestorio, hepéatico e como antipirético (PIO CORREA, 1984), além de
apresentar propriedades anti-virais, anti-fertilidade, antitumorais e agir como
imunomodulador (GROVER, 2004). Também tem sido amplamente utilizada
como alimento (ZHANG, 2015).

Tendo em vista o uso popular recorrente de M. charantia L. para
diversos fins terapéuticos e a caréncia de conhecimento cientifico de suas
propriedades farmacoldégicas e toxicolégicas (FIRMO et al, 2011), se faz
necessario estudos que comprovem a seguranca de sua utilizacdo, como a
analise de seu potencial citogenotdéxico e mutagénico, a fim de que se
compreenda melhor a interacdo desta espécie com a célula e o seu material
genético.

Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi analisar o potencial
citotoxico, genotoxico e mutagénico do extrato etandlico da folha de Momordica
charantia L., em sistema teste Allium cepa.

Metodologia

Para avaliagédo citogenotoxica e mutagénica do extrato etandlico da folha
de Momordica charantia L., utilizaram-se cebolas de tamanho pequeno e
uniforme, saudaveis e ndo germinadas.

Os bulbos de A. cepa foram colocados para enraizarem em frascos com
agua destilada por 48h, a 25°C e constante aeracdo, até a obtencéo de raizes
com cerca de 1,0 cm de comprimento. Para analise de cada concentracdo do
extrato (9, 81 e 243 pg/mL), utilizaram-se cinco bulbos que foram tratados por
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24 horas. Decorrido este periodo, as raizes foram coletadas e fixadas em
solucéo Carnoy também por 24 horas. Posteriormente, as raizes foram lavadas
em agua destilada, seguida de hidrolise em HCL 1N por 5 min para a
preparacao das laminas.

A coloragdo das amostras foi realizada de acordo com o protocolo
proposto por Guerra e Sousa (2002) adicionando-se uma gota de orceina
acética a 1% e cobrindo-as com uma laminula, para anélise em microscopio
Optico em um aumento de 400X. Foram observadas células em diferentes
fases do ciclo celular e a presenca de alterac6es cromossémicas. Para andlise
de citotoxicidade foram calculados os valores de indice mitotico.

Resultados e Discusséo

Os resultados da analise citogenética do extrato etandlico da folha de
Momordica charantia L., estdo expressos na tabela 1, onde séo apresentados o
total de células em interfase e em divisdo, os valores de indice mitético e o
namero de células em cada uma das fases da mitose.

Tabela 1 - Analise da citotoxicidade das amostras em diferentes concentragbes do extrato
etandlico obtido da folha de Momordica charantia L.

Dados expressos em meédia + DP. O “” indica significAncia estatistica das concentracdes
testadas em comparagéo ao controle negativo para p <0,05. IM: indice mitotico, P: Préfase, M:
Metafase, A: Anéfase e T: Teldfase.

Tratamentos Células = Células % IM P M A T
em em
Intérfase = Divisao
0 pg/mL 3660 1340 8,52+2,20 493 389 306 152
9 ug/mL 2618* 2382* 47,64 + 4,48* 2104~ 149+ 37* 83*
81 pug/mL 2756* 2244~ 44,88 + 10,54* 2088* 70* 21* 65*
243 pug/mL 3519 1481 29,82 +1,31 1353* 56* 22* 57*

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Os resultados obtidos para o indice mitdtico (IM), demonstraram um
aumento significativo nas concentragbes de 9 pg/mL e 81 pg/mL, quando
comparados ao controle negativo (CN). Também foi verificado uma diminuicédo
no numero de células em intérfase com consequente aumento no namero de
células em divisdo, nestas duas concentragbes em comparagdo ao CN,
sugerindo a presenca de alteracdes no ciclo celular das células tratadas.

Com relacao as fases da divisdo celular, o niumero de préfase aumentou
em todas as concentracdes testadas, enquanto em metafase, anafase e
teléfase, foi possivel observar uma diminuicdo significativa nestes valores.

O indice mitético (IM) € um parametro que avalia a propor¢ao de células
em divisdo em relagéo as células que estdo em intérfase, e além disso tem sido
usado para investigar a citotoxicidade de diversos agentes (LEME E MARIN-
MORALES 2009). IM elevado em relacdo ao CN indica aumento na
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divisao celular, dessa forma essa alteragao pode ser prejudicial ao organismo,
levando a uma proliferacdo celular desordenada e até mesmo a formacéo de
tecidos tumorais em mamiferos (HOSHINA, 2002).

O aumento significativo do IM apresentado neste estudo nas
concentracbes 9 pg/mL e 81 pg/mL, pode indicar uma possivel atividade
proliferativa do extrato nestas concentracdes, por estimular a entrada das
células em mitose e ainda por induzir o acumulo de células em profase.

Para avaliar o potencial genotoxico e mutagénico do extrato etandlico
obtido da folha de Momordica charantia L., foram analisadas a presenca de
aberracdes cromossémicas (AC). A tabela 2 expressa a frequéncia de AC
obtidas ap6s o tratamento de células meristematicas expostas as
concentragdes de 9 ug/ml, 81 ug/ml, 243 ug/mil.

Tabela 2 — Andlise da genotoxicidade das amostras obtidas em diferentes concentracées do
extrato etandlico da folha de Momordica charantia L.

Tratamentos Aberracdes Cromossdmicas
0 pg/mL 2+0,64
9 pg/mL 6,4 +2,19*
81 pg/mL 5,2+ 2,11*
243ug/mL 3,6 £1,30*

Dados expressos em meédia + DP. O “” indica significAncia estatistica das concentracdes
testadas em comparacéo ao controle negativo para p <0,05.
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Os resultados obtidos para a frequéncia de aberragcdes cromossémicas
demonstraram aumento significativo em todas as concentragdes em relagéo ao
controle negativo. As principais aberracfes encontradas foram ponte, atraso e
quebra cromossdmica. N&o foi identificada a presenca de microndcleos nas
células meristematicas dos bulbos de Allium cepa analisadas apos o
tratamento.

O potencial genotéxico de uma amostra é avaliado através da deteccéo
de aberracbes cromossomicas (AC) dada pela frequéncia aumentada nas
células tratadas ou expostas em relacdo ao CN (BAGATINI et al., 2007). Assim,
os dados obtidos neste trabalho sugerem que possa estar ocorrendo um
acumulo de lesbes a molécula de DNA estimulando a proliferagéo celular e por
fim culminando em mutag8es cromossdémicas.

Concluséo

Em conjunto, os resultados obtidos na andlise do extrato etandlico da
folha de Momordica charantia L. sobre o bioensaio vegetal Allium cepa,
apontam um efeito proliferativo, genotdéxico e mutagénico para praticamente
todas as concentracdes testadas.

Palavras-chave: Analise citogenética. Iindice mitético. Aberracdes
cromossomicas.
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Introducao

Os produtos naturais a base de plantas tém sido utilizados desde os
tempos remotos, como mostra a propria histéria das civilizacdes (MOURA et
al., 2016). Ainda hoje, milhdes de pessoas em paises em desenvolvimento
dependem de plantas medicinais para os seus cuidados primarios de saude,
principalmente em regifes minoritarias, em areas remotas e pobres do planeta
(CHANG, 2017).

Entretanto, a falta de informagdo e o0 uso indiscriminado desses
recursos, podem provocar efeitos nocivos ao homem (LEITE e CROZARA,
2015). Além de inumeros efeitos adversos, as plantas podem ser tdéxicas em
nivel celular ou ao material genético, podendo ainda ser mutagénicas,
carcinogénicas e/ou teratogénicas (VERRI, 2017).

Dentre as plantas medicinais encontradas na nossa regido, destaca-se
a Mauritia flexuosa L., o buriti, também conhecido por miriti, caranda-guacu e
palmeira dos brejos (VIEIRA et al., 2011). A arvore desta espécie € restrita a
América do Sul e bem distribuida por toda a regido amazénica e central do
Brasil (RIBEIRO et al., 2014). O buriti e seus derivados sao ricos em composto
antioxidantes, sendo considerado uma importante fonte de carotenoides, acido
ascorbico e compostos fendlicos (MELO et al., 2008). Os usos mais citados do
buriti sdo para tratamento de infec¢cdes de garganta, picadas de insetos e
infeccbes de uberes (RIBEIRO et al, 2014). O oOleo apresenta propriedades
fotoprotetoras (BATISTA, 2012), e atividade antimutagénica significativa
(RIBEIRO et al, 2014).

Considerando a escassez de informacfes na literatura quanto a
seguranca e/ou toxidade de extratos da palmeira Mauritia flexuosa L. e visto
que essa planta é largamente utilizada pela populacéo local, o objetivo desse
trabalho é investigar o potencial citotoxico e genotdxico do extrato etandlico do
caule da Mauritia flexuosa L.

Metodologia

O bioensaio utilizado nesta pesquisa foi o Allium cepa. Bulbos de A.
cepa foram colocados para enraizarem em frascos com agua destilada por 48h,
a 25°C e constante aeracao, até a obtencao de raizes com cerca de 1,0 cm de
comprimento. Para analise de cada concentracdo do extrato (9, 81 e 243
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pg/mL), utilizaram-se cinco bulbos que foram tratados por 24 horas. Decorrido
este periodo, as raizes foram coletadas e fixadas em solu¢cdo Carnoy também
por 24 horas. Posteriormente, as raizes foram lavadas em agua destilada,
seguida de hidrolise em HCL 1N por 5 min para a preparacao das laminas. A
coloracdo das amostras foi realizada de acordo com o protocolo proposto por
Guerra e Sousa (2002). A analise se deu em microscopio Optico em um
aumento de 400X. Foram observadas células em diferentes fases do ciclo
celular e a presenca de alteracbes cromossdmicas, além de calculados os
valores de indice mitotico.

Resultados e Discusséo

A Tabela 1 expressa os resultados da andlise citogenética do extrato
etandlico obtido do caule de Mauritia flexuosa L. em trés concentracdes (9; 81;
243 pg/mL), através do teste Allium cepa. S&o apresentados na tabela, o total
de células em intérfase e em divisdo, os valores dos indices mitéticos e o
ndmero de células em cada uma das fases da mitose.

Como parametro de citotoxicidade, foi utilizado o indice mitético (IM),
que € dado pela razdo entre o nimero de células em divisdo pelo nimero total
de células, multiplicado por 100.

Tabela 1. Andlise da citotoxicidade das amostras em diferentes concentracdes do extrato
etandlico obtido do caule de Mauritia flexuosa L.
Células  Células
Tratamentos em em % IM P M A T
Intérfase  Divisao

0 pg/mL 3660 1340 268+0,4 493 389 306 152
9 png/mL 2436* 2564* 51,28 + 5,46* 2349* 167* 21* 27*
81 pg/mL 3366 1634 34,68 + 10,78 1455* 98* 17* 64*
243 pg/mL 2449* 2551* 51,02 + 1,40* 2436* 74* 12* 29*

Dados expressos em média + DP. O “*” indica significancia estatistica das concentracbes
testadas em comparacao ao controle negativo para p <0,05. IM: indice mitético, P: Préfase, M:
Metafase, A: Anafase e T: Tel6fase.

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Os resultados obtidos para o indice mitdtico mostram um aumento
significativo nos valores das concentragcdes de 9 pg/mL e 243 pg/mL em
relacdo ao controle negativo, apontando aumento da proliferacdo celular.
Verificou-se também um aumento de células em divisdo com uma consequente
diminuicAio do numero de células em intérfase para essas mesmas
concentracgdes, indicando a presenca de alteragdes no ciclo celular das células
tratadas.

Em relacdo as fases do ciclo celular, nota-se um aumento expressivo de
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células em préfase em todas as concentracdes. Ja em metéfase, anafase e
telofase observa-se uma diminuicdo significativa em todas as concentracoes
em relacdo ao controle negativo.

Para avaliar o potencial genotoxico do extrato etandlico do caule de M.
flexuosa foram analisadas a presenca de aberragcbes cromossémicas (AC)
também através do ensaio Allium cepa. A tabela 2 expressa a frequéncia de
AC obtidas apdés o tratamento das células meristematicas expostas as
concentracfes de 9, 81 e 243 pg/mL da amostra.

Tabela 2: Andlise da genotoxicidade das amostras obtidas em diferentes concentracdes do
extrato etandlico do caule de Mauritia flexuosa L.

Tratamentos Aberracdes Cromossémicas
0 pg/mL 2+0,67
9 pg/mL 7,75 % 5,48*
81 ng/mL 8,4 + 5,79*
243 pg/mL 6,8 + 2,62*

Dados expressos em média + DP. O “*” indica significancia estatistica das concentragbes
testadas em comparacdo ao controle negativo para p <0,05.
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Os resultados obtidos para a frequéncia de aberracdes cromossdémicas
demonstraram um aumento significativo para todas as concentracfes em
relagdo ao controle negativo, inferindo a atividade genotoxica do extrato
etandlico do caule da espécie M. flexuosa L.

Segundo MACHADO (2013), indice mitético maior que o controle
negativo resulta em estimulo a divisdo celular, que produz proliferacao rapida e
por vezes descontrolada, podendo levar a formacéo de tumores em mamiferos.
Ja as aberragBes cromossémicas podem interferir em processos celulares
essenciais, além de estarem associadas ao cancer, ao envelhecimento, a
morte celular e a diversas patologias (BARBOSA, 2014). Portanto, para ambos
0s parametros analisados, os resultados obtidos neste trabalho alertam para o
risco oriundo da utilizag&o indiscriminada da espécie M. flexuosa.

Concluséao

Os resultados preliminares obtidos na analise do extrato etandlico do
caule de M. flexuosa L. sobre o bioensaio vegetal Allium cepa apontam tanto
efeito proliferativo como atividade genotoxica, ao menos nas condicbes e
concentracgOes utilizadas neste trabalho.

Palavras-chave: Allium cepa. Proliferagao celular. Mutagenicidade.
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Introducéao

As plantas tém sido consideradas a muito tempo um arsenal terapéutico
da humanidade (BENZIE; WACHTEL-GALOR, 2011). Em muitas comunidades,
estes produtos naturais apresentam-se como uma alternativa para a
substituicdo de drogas sintéticas devido as suas comprovadas atividades
farmacoldgicas, como capacidade antioxidante, anti-inflamatéria,
antimicrobiana  (KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011),
antialérgica, antiviral, anti-mutagénica e antifungica (VENTUROSO et al.,
2011).

Entretanto, um dos principais problemas enfrentados na utilizacdo de
plantas medicinais tradicionais € a crenca de que estas sao seguras, isentas
de reacdes adversas e de efeitos toxicos (CLARKE; RATES; BRIDI, 2007).
Algumas sao, porém, reconhecidas por apresentarem capacidade citotoxica
(SILVA et al.,, 2016) genotoxica e/ou mutagénica, fazendo-se necessario
estudos acerca das espécimes vegetais utilizadas pela populacdo (VARANDA,
2006).

Croton heliotropiifolius Kunth, conhecida popularmente como velame
(DORIA et al, 2010), velame preto (SARAIVA et al., 2015), velaminho ou
velame-de-cheiro, é uma planta endémica do Nordeste do Brasil pertencente a
familia das Euforbiaceas e ao género Croton (PALMEIRA-JUNIOR et al., 2006).
Tal espécie é utilizada na Medicina tradicional no combate ao sarampo, febre,
sintomas da menopausa, dores e inflamacgdes gerais, distdrbios da pele, tosse,
gripe, sinusite, rinite, pneumonia, tuberculose, infecgbes e inflamacdes
pulmonares, gengivite e feridas na boca (GOMES; BANDEIRA, 2012; SARAIVA
et al., 2015).

Tendo em vista o uso popular recorrente de Croton heliotropiifolius Kunth
para diversos fins terapéuticos e a caréncia de estudos que comprovem a
seguranca de sua utilizacdo, faz-se necesséaria a andlise de seu potencial
citotoxico, genotoxico e mutagénico, a fim de que se compreenda melhor a
interacdo desta espécime com o material genético da célula.

Metodologia

O bioensaio utilizado nesta pesquisa foi o Allium cepa. Para avaliacédo
citotdxica, genotdxica e mutagénica do extrato etandlico da folha de Croton
heliotropiifolius Kunth, utilizaram-se cebolas de tamanho pequeno e uniforme,
saudaveis e ndo germinadas.

Rev. Interd. Cién. Saude — ISSN 2358-6966 306




Il SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potencialidades Terapéuticas

Os bulbos de A. cepa foram colocados para enraizarem em frascos com
agua destilada por 48h, a 25°C e constante aeracdo, até a obtencéo de raizes
com cerca de 1,0 cm de comprimento. Para andlise de cada concentracdo do
extrato (9, 81 e 243 pg/mL), utilizaram-se cinco bulbos que foram tratados por
24 horas. Decorrido este periodo, as raizes foram coletadas e fixadas em
solucdo Carnoy também por 24 horas. Posteriormente, as raizes foram lavadas
em 4gua destilada, seguida de hidrdlise em HCL 1N por 5 min para a
preparacao das laminas.

A coloragdo das amostras foi realizada de acordo com o protocolo
proposto por Guerra e Souza (2002) adicionando-se uma gota de orceina
acética & 1% e cobrindo-as com uma laminula, para analise em microscopio
Optico em um aumento de 400X. Foram observadas células em diferentes
fases do ciclo celular e a presenca de alterac6es cromossémicas. Para andlise
de citotoxicidade foram calculados os valores de indice mitotico.

Resultados e discussao

Para avaliacdo do potencial citotoxico do extrato etanodlico da folha de
Croton heliotropiifolius Kunth, foi realizada a analise citogenética das amostras
através do bioensaio Allium cepa. Sdo apresentados na Tabela 1 o total de
células em interfase e em divisdo, os valores de indice mitético e o nimero de
células em cada uma das fases da mitose.

Tabela 1 — Analise da citotoxidade das amostras em diferentes concentra¢cdes do extrato
etandlico da folha de Croton heliotropiifolius Kunth.

Células Células
em em

TRATAMENTOS Intérfase divisao % IM P M A T

CN 3660 1340 26,8 + 493 389 306 152
0,36

9 pg/mL 2860* 2140* 42,8+  2050* 37* 19* 34*
9,04*

81 pg/mL 1449* 3551* 71,0+ 3423~ 52* 39* 37*
5,41*

243 pg/mL 3240 1760 352+ | 1579* 66* 13* 102*
2,84

Dados expressos em média + DP. O “*” indica significancia estatistica das concentragbes
testadas em comparac&o ao controle negativo para p <0,05. CN: Controle negativo; IM: indice
mitético; P: Profase; M: Metafase; A: Anafase e T: Tel6fase.

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Os resultados obtidos para o indice mitotico (IM) mostram um aumento
significativo para as concentracdes de 9 pug/mL e 81 pg/mL, em relacdo ao
controle negativo (CN). Observou-se também uma diminuicdo no numero de
células em intérfase com consequente aumento no numero de células em
divisdo nestas duas concentragdes em comparacdo ao CN, sugerindo a
presenca de alteracdes no ciclo celular das células tratadas.
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No que diz respeito as fases da divisdo celular (préfase, metafase,
anafase e telofase), observa-se um aumento significativo em todas as
concentracfes testadas no niamero de células em préfase em comparacéo ao
controle, principalmente na concentracdo de 81 pg/mL. JA em metafase,
anafase e teléfase observa-se uma diminuicdo significativa em todas as
concentracdes em relacédo ao CN.

Um IM mais elevado que os valores obtidos para o CN é interpretado
como um aumento na divisdo celular que pode ser prejudicial ao organismo,
levando a uma proliferacéo celular desordenada e até mesmo a formacao de
tecidos tumorais em mamiferos (HOSHINA, 2002). O aumento do IM verificado
no presente trabalho principalmente para as concentracdes de 9 ug/mL e 81
pg/mL indica, portanto, que houve inducdo da atividade mitética das células
expostas, levando inclusive ao acumulo de células em préfase, conduzindo as
células a um caminho de proliferacdo. Embora a concentracdo de 243 pg/mL
ndo tenha apresentado diferenca estatistica em relagdo ao CN, € possivel
observar uma tendéncia ao aumento nos seus valores de IM. O maior nimero
de células em préfase em relacdo as demais fases do ciclo celular, pode indicar
que possiveis lesbes ao DNA geradas pelos tratamentos podem estar
dificultando a montagem do aparato mitético. Dessa forma, danos provocados
ao DNA celular pelo tratamento com o extrato etandlico da folha de Croton
heliotropiifolius Kunth podem ser severos, ndo sendo totalmente corrigidos na
fase de intérfase.

Para avaliar o potencial genotéxico do extrato etandlico da folha de
Croton heliotropiifolius Kunth foram analisadas a presenca de aberracdes
cromossbémicas (AC) através do bioensaio Allium cepa. A Tabela 2 expressa a
frequéncia de AC obtidas ap6s o tratamento das células meristematicas
expostas as concentracfes de 9, 81 e 243 ug/mL da amostra.

Tabela 2 - Andlise da genotoxicidade das amostras obtidas em diferentes concentrages do
extrato etanolico da folha de Croton heliotropiifolius Kunth.

TRATAMENTOS AC
CN 2+0,70
9 pg/mL 13+1
81 pg/mL 2,6 £ 0,50
243 pg/mL 7+1,1*

Dados expressos em média + DP. O “*” indica significancia estatistica das concentragcbes
testadas em comparacdo ao controle negativo para p <0,05. CN: Controle negativo; AC:
AberracBes cromossdmicas.

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Os resultados obtidos para a frequéncia de AC demonstraram um
aumento significativo apenas para a concentracéo de 243 pg/mL em relacdo ao
CN. As principais aberragbes cromossomicas observadas foram alteracées em
anafase (atrasos e pontes) e em teléfase (atrasos e perdas).
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A acao genotbxica e mutagénica de uma amostra € avaliada através da
deteccdo de frequéncia aumentada de AC nas células tratadas em relacao ao
CN (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007). Os resultados obtidos neste
trabalho confirmam, portanto, o potencial genotdéxico e mutagénico do extrato
etandlico da folha de Croton heliotropiifolius Kunth, pelo menos para a
concentracdo de 243 pg/mL. Os dados sugerem que o possivel acamulo de
lesbes ao DNA na intérfase ndo mata as células, mas, ao contrario, as
estimulam a proliferacdo. Uma vez que ndo foram reparadas, estas lesdes
originam as mutacbes detectadas no presente ensaio para a mais alta
concentragdo testada.

Concluséo

Os resultados preliminares obtidos na analise do extrato etandlico da
folna de Croton heliotropiifolius Kunth sobre o bioensaio vegetal Allium cepa
apontam um efeito proliferativo para as concentracdes de 9 pg/mL e 81 pg/mL,
bem como um efeito genotéxico e mutagénico para a concentracdo de 243
ug/mL, nas condi¢cOes analisadas.

Palavras-chave: Allium cepa. indice mitético. Aberragbes cromossémicas.
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Introducéo

Os 6leos essenciais (OEs) sdo metabdlitos de baixo peso molecular,
volateis e aroméaticos (COBELLIS et al., 2015) com ampla utilizacdo devido a
suas propriedades biolégicas resultantes da acdo de seus diferentes
constituintes ou sinergismos destes (CUNHA; ROQUE; NOGUEIRA, 2012;
CABRAL et al., 2015).

Rosmarinus officinalis L., conhecida popularmente por alecrim, é uma
planta consumida mundialmente em decorréncia de seus beneficios a saude
humana. Suas folhas séo, frequentemente, utilizadas na cozinha mediterranea
e na medicina tradicional como anti-inflamatérias, diuréticos, antimicrobianas e
também na cosmética (RIBEIRO-SANTOS et al, 2015). Baseados nos
potenciais terapéuticos e na utilizacdo de OEs, estudos toxicolégicos sao
indispensaveis e complementares para ampliar o conhecimento da espécie em
estudo. Nesse sentido, objetivou-se avaliar a toxicidade oral aguda do 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis L. (OE-Ro0), em ratos Wistar.

Metodologia

O dleo essencial de R. officinalis L. (OE-Ro) foi adquirido da empresa
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Foram utilizados ratos Wistar fémeas
(150-200 g), provenientes do biotério do Nucleo de Pesquisa em Plantas
Medicinais - NPPM/UFPI, mantidos sob condi¢gdes controladas de temperatura
(22 £ 1 °C) e ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a alimentacao e
adgua. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo com Animais da UFPI (078/2015), a eutanésia dos animais foi
em conformidade com Conselho Federal de Medicina Veterinaria (Resolugao n°
1000/2012).

Os animais foram divididos em dois grupos (n=5/grupo). Ao grupo
controle foi administrada dose isovolumétrica de salina (NaCl 0,9%). O
segundo grupo, foi tratado com a dose de 2.000 mg/kg de OE-Ro, ambos por
via oral. O peso corporal (g) dos animais foi verificado no primeiro e no décimo
quarto dia pés-administracdo (salina ou OE-Ro0) para evolugdo ponderal da
massa. Os animais foram examinados diariamente quanto aos aspectos
clinicos, incluindo a postura, convulsdes/tremores, consisténcia e aspecto das
fezes, fechamento da palpebra, piloerecéo, aspecto da pele e pélos, estresse,
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salivagao, olhos e comportamento, efetuando-se assim avaliagdo screening
hipocrético. Esses parametros foram avaliados nos intervalos de 15 min, 30
min, 1 h, 2 h, 3 h e 4 h ap6s a administracao e, a partir de entédo, diariamente,
até o décimo quarto dia. A coleta do sangue foi realizada por puncéo da artéria
abdominal, utilizando scalp n° 21. Os parametros bioquimicos foram
determinados no analisador Bioquimico (Labmax Plenno® Labtest) para os
testes de glicose, alanina-aminotransferase, aspartato-amininotransferase,
creatinina, uréia, colesterol total e triglicérides. No décimo quarto dia ocorreu a
eutanasia e foi feito a pesagem dos Orgdos para determinar os valores
absolutos. Os resultados foram expressos através de média = desvio padrao.
Fez-se a estatistica através da andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de t, p<0,05, usando software GraphPad Prism6®.

Resultados e Discusséo

No presente estudo ndo ocorreram mortes apdés a administracdo de
2.000 mg/kg de OE-Ro, durante os 14 dias. E também nao foram observadas
mudanc¢as comportamentais anormais. Os resultados mostraram que o OE-Ro,
na dose estudada, possui baixa toxicidade aguda, evidenciada pela auséncia
de sinais clinicos relevantes no screening toxicolégico, bem como auséncia de
morte durante todo o periodo de observagcdo. O screening hipocratico € um
ensaio bastante util e habitualmente usado na triagem preliminar de plantas
para detectar atividades farmacoldgicas e toxicolégicas (LUCIO et al., 2000).

Outros sinais de toxicidade podem se expressar pela alteracdo da
massa relativa dos oOrgados, alteragbes bioquimicas sanguineas e
hematologicas (GONZALEZ; SILVA, 2003). O peso dos animais nao
apresentou nenhuma diferenca entre os grupos controle e OE-Ro. Os valores
obtidos no primeiro e no décimo quarto dia foram de 174,2 +8,74; 188,4 +11,81
para o controle e 188,2 + 7,31; 194,2 + 5,06 nos animais tratados (OE-Ro0),
respectivamente (Figura 1).

Figura 1 - Evolucéo ponderal (médiatdesvio padrao) dos animais tratadas com salina ou e 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis L., por via oral.

250 9

200 4

= controle (Salina)

150 E=l Tratamento (OE-RO0)

100 A

Peso (g)

504

1° dia 14° dia
Fonte: Autoria prépria.
N&o foram observadas diferencas significativas pelo Teste t para 0 peso

dos oOrgdos, em comparagdo ao grupo controle, dos animais tratados com
OE-Ro na dose de 2.000 mg/kg (Tabela 1).
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Tabela 1 — Efeito da administracdo aguda do éleo essencial de Rosmarinus officinalis L. (2000
mg/kg) sobre o peso dos 6rgdos (g) de ratos fémeas. Dados expressos em média de
gramaszdesvio padrdo, diferenca significativa em relacdo ao grupo controle para OE-Ro
(p<0,05) em n=5.

Orgéos Grupo Controle (g) Grupo OE-Ro (g)
Estomago 1,13+0,07 1,31+0,05
Baco 0,50+0,04 0,54+0,03
Figado 6,96+0,45 7,25+0,43
Rins 1,58+0,02 1,58+0,06
Coracéo 0,75+0,03 0,79+0,04
Pulméo 1,24+0,04 1,32+0,06

Fonte: Autoria prépria.

Aguilar e colaboradores (2008) testaram OE de alecrim, oralmente, em
ratos fémeas durante 91 dias na dose de 2.400 mg/kg na dieta, seguido por 28
dias sem tratamento. Passados os 91 dias, constatou-se aumento do peso do
figado, quando comparado ao grupo controle, porém, nenhuma alteracao
macro ou microscopica foram observadas.

Os parametros bioquimicos dos ratos Wistar realizados por este estudo
estdo representados na Tabela 2. As médias dos valores obtidos né&o
apresentaram alteracdes significativas entre os animais do grupo OE-Ro e o
controle, indicando auséncia de alteracfes organicas.

Tabela 2 — Parametros bioquimicos de ratos Wistar fémeas, alterados significativamente
(ANOVA seguido de Teste t, p < 0,05) pelo tratamento com dose Unica (v.0.) de 6leo essencial
de Rosmarinus officinalis L. (OE-R0) em comparagédo ao controle e referéncia

P?Jgirgzggs Controle OE-Ro Referéncia*
ALT (U/L) 55 + 3,96 47 + 4,94 41,0+ 7,63
AST (U/L) 137 + 10,40 158 + 26,59 132,7 + 27,23

COL (mg/dL) 88 + 4,13 96 + 5,59 75,1+12,29

CREA (mg/dL) 0,50 + 0,01 1+0,03 0,5+ 0,07

GLI (mg/dL) 281 + 38,92 253 + 34,62 106,2 + 20,25

TRI (mg/dL) 96 + 14,33 71+12,17 69,8 + 20,75

UuV(mg/dL) 46 + 3,02 44 + 1,65 43,7+ 7,42

Fonte: Autoria prépria. Dados expressos em médiatdesvio padrdo. ANOVA seguido de Teste t,
p<0,05. *Valores de referéncias de Melo et al. (2012). Legenda: ALT- alanina-aminotrasnferase;
AST- aspartato-amininotransferase; COL- colesterol total; CREA- creatinina; GLI- glicose;
TRI- triglicerideos e UUV- ureia.

Os valores médios dos testes bioquimicos realizados neste estudo
apresentam-se com dosagens dentro da faixa preconizada pelo estudo
realizados por Melo et al. (2012) em animais nao-tratados oriundos do Biotério
Central da Universidade Federal de Sergipe. De maneira geral, os parametros
bioquimicos estudados apresentaram similaridade, exceto para o controle
glicémico (GLI), onde ocorreu aumento no controle (281 + 38,92 mg/dL). Esses
autores reportam que o0s parametros bioquimicos e hematolégicos nao
apresentaram similaridades entre faixas de valores devido a diferentes
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metodologias adotadas, equipamento, reagentes e utilizacdo da analise manual
ou automatizada. Além das diferencas na dieta, tempo de jejum e estresse
durante a coleta. Mesmo assim, tais avaliagfes toxicologicas sdo empregadas
como ponto de partida para diversos estudos.

A administracdo de OE-Ro na dose de 2.000 mg/kg n&o resultou em
efeito toxico nos animais, pois ndo foi observado niveis significativos (p<0,05)
no grupo tratado com OE-Ro quando comparados ao grupo controle. Esse
resultado corrobora com obtidos por Anadon et al. (2008) em estudo de
toxicidade aguda com extratos desta espécie por via oral na dose de 2.000
mg/kg. Onde concluiram que os extratos apresentaram baixa toxicidade, pois
foram bem tolerados, ndo sendo registrados efeitos significativos nos valores
de bioquimica, peso dos Orgdos ou mortalidade durante o periodo de
observacao de duas semanas.

Com os resultados obtidos, observa-se que a toxicidade oral aguda do
OE-Ro pode ser categorizada como “categoria 5”, ou seja, toxicidade letal
aguda maior que 2000 mg/kg, segundo o Guia OECD 423 (OECD, 2001). Para
gue os resultados da toxicidade sejam considerados pelas agéncias
regulatorias, esses testes devem seguir protocolos internacionalmente aceitos,
como os publicados pela Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento
Econbémico (Organization for EconomicCo-operationandDevelopment-OECD).

Concluséo

O 6leo essencial de R. officinalis (OE-R0) ndo promoveu mortalidade em
ratas fémeas Wistar na dose de 2.000 mg/kg, tendo toxicidade letal aguda
maior que essa dose, existindo margem de seguranca para o0 uso do OE-Ro
como agente terapéutico. Ressalta-se que a auséncia de sinais de toxicidade
nesse modelo n&do autoriza o uso terapéutico da planta, pois estudos
toxicoldgicos adicionais ainda sdo necessarios.

Palavras-chave: Recursos naturais. Toxicidade. Analise bioquimica.
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Introducéao

A diversidade na flora do cerrado brasileiro possibilita encontrar varias
espécies com potencial biotecnoldgico, as quais sdo utilizadas desde fins
medicinais até econdmicos. Uma dessas espécies é a Anadenanthera
columbrina var. cebil (Griseb) Altsul conhecida como angico vermelho,
pertencente a familia Fabaceae (LORENZI, 2002). Apesar de o vegetal ser
relativamente desconhecido quanto aos seus efeitos toxicos partes da planta
sdo bastante utilizadas na medicina popular, como por exemplo, a casca,
mostrando propriedades terapéuticas como tbnico amargo, depurativo,
hemostatico, adstringente e usado ainda em contusbes, debilidades,
tuberculose, raquitismo e hemorragias em geral (LORENZI, 1998). Um
derivado desta planta que vem ganhando destaque é o0 seu exsudato,
popularmente chamado de goma. As gomas naturais sdo polissacarideos
(biopolimeros) extraidos de exsudatos de troncos de arvores, de sementes, de
algas ou por fermentacdo microbiol6gica (CORREA, 1926). De acordo com
estudos etnofarmacoldgicos a goma angico (GA), é bastante utilizada na
medicina popular como emoliente peitoral, em afeccdes bronco-pulmonares,
tosse, bronquites, asma e faringite, logo facilita a expectoracdo (LORENZI,
1998). No entanto ainda ndo existem estudos relatando os possiveis efeitos
toéxicos que GA possa vir a apresentar. Portanto este presente trabalho tem
como objetivo avaliar os niveis de toxicidade aguda da goma de
Anadenanthera columbrina var. cebil (Griseb ) (angico vermelho) utilizando o
Acute Toxic Class Method (OECD) para teste de dose aguda toxica (Diretriz
423) (OECD, 2001).

Metodologia

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo com Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI
#023/14), seguindo as normas estabelecidas pela Acute Toxic Class Method
423 (OECD, 2001) que regem os ensaios de toxicidade in vivo. A goma foi
purificada como um sal de sédio, obtendo uma solucéo a 5% (p/v), segundo o
descrito por (SILVA et al.,, 2006). Foram utilizados camundongos fémeas
(variedade Swiss) divididos em dois grupos (n = 5 animais): Controle, que
recebeu solugéo salina (2,5ml/kg); Teste, que recebeu uma dose Unica de
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2000 mg/kg de GA, ambos tratados por via oral (gavagem) e posteriormente
avaliados de acordo com os parametros do screening hipocratico em intervalos
durante o dia da avaliacdo da droga (10 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 24h) e
diariamente por um periodo de quatorze dias, observando parametros relativos
ao sistema sensorial, sistema psicomotor, sistema nervoso central e sistema
nervoso auténomo seguindo o proposto por (BRITO, 1994). Durante os 14 dias
0 consumo de agua e de racdo, bem como a producdo de excretas e aspecto
fecal foram avaliados. Apo6s os 14 dias os animais foram colocados em jejum
pelo periodo de 12 horas e logo em seguida foram anestesiados para a coleta
de sangue por puncédo cardiaca para posterior determinacdo dos parametros
bioquimicos (niveis de creatinina, ureia, proteinas totais, ALT [aspartato
aminotransferase] e AST [alanina aminotransferase]) e hematoldgicos (nimero
total de eritrocitos, hemoglobina, hematécrito, leucocitos e plaquetas). Apds
eutanasia, os animais foram dissecados para pesagem (massa relativa) e
avaliacdo macroscopica dos 0rgaos.

Resultados e Discusséo

Segundo Batista e colaboradores (2012), acredita-se que as espécies
oriundas da flora brasileira apresentam vantagens na area de prospecc¢ado de
moléculas bioativas. Entretanto, apesar da ampla utilizacéo, seu uso € baseado
apenas em conhecimentos populares, faltando evidencias experimentais que
comprovem o potencial terapéutico, mecanismos de acdo e até mesmo sua
toxicidade.

No presente estudo o tratamento com a GA na dose de 2000 mg/kg, por
via oral ndo alterou o consumo de agua, consumo de racdo, producao de
excretas e aspectos fecais em relagédo ao grupo controle durante os 14 dias de
avaliacao (Tabela 1).

Tabela 1 - Média dos valores obtidos no consumo de agua, consumo de ragdo, producédo de
excretas e aspecto fecal avaliados por 14 dias, em camundongos fémeas, tratados com salina
0,9% e Goma do Angico (GA, 2.000mg/kg, v.0.).

Tratamento Dose Consumo Consumo Producéo Aspecto
de 4gua de racéo de excretas Fecal
(ml/dia/grupo) (g/dia/grupo) (g/dia/grupo) (0-3)

Controle 2,5 (ml/kg) 29,08+1,46 19,23+0,69 17,33+1,30 0

GA 2.000 (mg/kg) 31,31+1,99 22,15+2,28 18,11+1,15 0

Os valores sao apresentados como média + EPM. Nimero de animais/ grupo: cinco. *P <0,05
vs. Grupo controle (salina), Teste t de Student. As pontuacdes para aspecto fecal foram
atribuidas usando o método de Dicarlo e colaboradores (1994). Fezes normais = 0, fezes
semissolidas = 1, fezes pastosas em pequena/moderada quantidade = 2, fezes aquosas em
grande quantidade = 3.

Além disso, ndo foram encontradas diferencas estatisticas significantes
entre os grupos testados em relacdo a massa corporal e a massa relativa dos
orgdos, ambas importantes parametros na avaliacdo de toxicidade (Tabela 2).
(BRITO, 1994). Tais resultados corroboram com os obtidos por Okoye e
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colaboradores (2012) em modelo experimental de coelho, onde outra goma
vegetal, agora extraida do exsudato de Anacardium occidentale L (cajueiro) se
mostrou ndo téxica, mesmo com doses superiores a 2000 mg/kg (OKOYE et
al., 2012), demostrando a biocompatibilidade e seguranca deste material.

Tabela 2 - Efeito da Goma do Angico (GA, 2.000 mg/kg, v.0.) no ganho de Massa Corporal (g)
e na Massa relativa dos 6rgdos (%) em camundongos fémeas apés 14 dias consecutivos.
Os valores sdo apresentados como média + EPM. NUumero de animais/ grupo: cinco. *P <0,05

Tratamento Massa Corporal Massa relativa dos 6rgdos
(9) (%)
Antes Depois Figado  Coragdo Baco Rins Intestino
Delgado

Controle, 2,5 17,60 22,00+0,63 | 4,81+0,08 0,65+0,07 0,41+0,04 1,19+0,06 6,90+0,41
(ml/kg) 0,74
GA, 2.000 20,00+0,63 25,60+0,74 | 4,66+0,10 0,48+0,02 0,53+0,03 1,19+0,06 5,78+0,19
(mg/kg)

vs. Grupo controle (salina), Teste t de Student. A massa relativa dos érgaos foi calculada como
a relagdo da massa do 6rgdo/massa corporal apés o tratamento x 100.

A resposta do corpo a substancias tdxicas normalmente se manifesta
por mudancas hematoldgicas e bioguimicas. Sendo assim, testes de avaliacdo
da lesdo hepética, tais como AST, ALT e proteinas totais sao Uteis para
determinar o grau de dano para este 6rgdo, da mesma forma, a ureia e a
creatinina s@o indicadores sensiveis de fungdo renal (OBIDAH et al., 2009).
Nesta pesquisa, nenhuma alteracdo nos niveis das enzimas e proteinas
hepaticas e renais de camundongos tratados foi observada, corroborando com
os resultados obtidos na analise macroscoépica (massa relativa) do figado e dos
rins. (Tabela 3). Os indices hematimétricos também nédo sofreram alteracdes
significativas.

Tabela 3 - Andlises hematologicas e bioquimicas de sangue e plasma (respectivamente) apos
administragdo oral em dose Unica da Goma do Angico (GA; 2.000 mg/kg) em camundongos
fémeas apos 14 dias consecutivos.

Parametros Controle GA

(2.000 mg/kg,

v.0.)
Eritrécitos (milhdes/mms3) 6,31+0,46 6,59+0,63
Hemoglobina (g/dL) 10,65+0,69 10,34+0,30
Hematdcrito (%) 33,00+0,89 33,00+1,89
-VCM (fL) 53,57+4,56 52,13+5,82
Hematoldgicos -HCM (pg) 17,21+1,57 16,35+1,78
-CHCM (g/dL) 32,28+1,87 31,65+1,60
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Leucocitos/mm? 4.1504£294,10 5.310+£1121,00
-Segmentados (%) 53,00+1,67 56,00+1,51
-Mondcitos (%) 3,40+1,07 5,00+1,61
-Linfocitos (%) 41,60+2,73 36,00+3,43
-Eosinofilos (%) 2,00+1,04 3,00+0,77
Plaquetas/uL 764.800 770.200
Creatinina (mg/gL) 0,53+0,11 0,38+0,08

Fungéo Ureia (mg/gL) 26,05+2,20 30,61+3,32

o Renal
Bioquimicos

Funcéo Proteinas Totais (g/dL) 3,53+0,18 3,53+0,10

Hepatica
ALT (TGP) (UIL) 56,43+7,74 47,04+6,30
AST (TGO) (U/L) 24,50+4,05 19,40+3,57

Os valores séo apresentados como média + EPM. NUmero de animais/ grupo: cinco. *P <0,05
vs. Grupo controle (salina), Teste t de Student.

No screening hipocratico, nenhuma alteracdo motora e/ou sensorial foi
observada, sugerindo que a mortalidade provocada pelo tratamento, mesmo
em altas doses da GA é improvavel, evidenciando a seguranca no uso deste
biopolimero.

Concluséo

No presente estudo n&do se observou mudanca comportamental, morte,
mudancas no peso corporal entre os grupos testados. Além disso, ndo foram
observadas alteragcbes nos parametros bioquimicos avaliados, fatores
importantes para determinar dano hepatico e renal. De acordo com a
Orientagdo 423 (2001) da OCDE, a GA se encontra no nivel de toxicidade néo
classificado, com isso pode-se inferir que este biopolimero ndo apresenta
toxicidade ou € pouco téxico, apresentando uma dose letal média (DL50)
superior a 2000 mg/kg.

Palavras-chave: Toxicidade. Goma do angico. Fabaceae.
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Introducéo

A grande diversidade quimica e biologica das plantas, animais e micro-
organismos tornam os produtos naturais a maior fonte de insumos com
aplicabilidade na industria farmacéutica.

Uma planta com grande valor econdmico e medicinal € a Anacardium
occidentale L. (familia: Anacardiaceae), nativa da América tropical e
comumente conhecida como cajueiro (AGRA et al., 2007). Entre os materiais
obtidos a partir do cajueiro, a goma do cajueiro (GC) tem se destacado por
apresentar inimeras aplicacdes nas areas industriais e de conhecimento
cientifico. A GC consiste em um heteropolissacarideo (arabinogalactana acida),
exsudado naturalmente ou por incisdes no tronco e nos ramos da arvore como
goma ou resina de coloracdo amarelada (MENESTRINA et al., 1998). Em
estudos pré-clinicos in vivo a GC apresentou resultados terapéuticos
satisfatorios, por exemplo, potencializando o processo de cicatrizacdo de
lesbes cutdaneas em camundongos (SCHIRATO et al.,, 2006), protegendo a
mucosa gastrica e intestinal contra lesfes induzidas por AINES (anti-
inflamatérios nao-esteroides) (CARVALHO et al.,, 2015) e apresentando
atividade antidiarreica em roedores (ARAUJO et al., 2015).

Sabendo de sua grande importancia e aplicabilidade principalmente na
area farmacolégica o presente trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade
aguda da GC de acordo com o Acute Toxic Class Method (OECD) para teste
de dose aguda toxica (Diretriz 423).

Metodologia

O projeto teve aprovacdo pela Comisséo de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA) da Universidade Federal do Ceard (Protocolo n° 11/2013). O
experimento seguiu conforme as especificacbes da OECD 423 que regem 0s
ensaios de toxicidade in vivo. Foi utilizada solucdo de 5% (p/v) de goma
purificada para o experimento. Foram utilizados dez camundongos fémeas
(variedade Swiss) onde foram divididos em dois grupos, um grupo controle (n =
5 animais) que recebeu solucdo salina e um grupo teste (n = 5 animais) que
recebeu a goma do cajueiro ja purificada na dose de 2.000 mg/kg. Ambos
foram tratados por via oral em dose Unica e submetidos a observacao seguindo
0os parametros do screening hipocratico em intervalos variados no dia da
administracdo da droga (10 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 6h, 12h e 24h) e, a patrtir
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de entdo, diariamente, até o décimo quarto dia. No screening foram analisados
o sistema sensorial (irritabilidade, reflexo palpebral, reflexo auricular, aperto da
cauda), sistema psicomotor (reflexo de endireitamento, forca para agarrar,
ataxia, contorcao), sistema nervoso central (anestesia, tremores, convulséao) e
sistema nervoso autdonomo (piloerecdo, ptose palpebral, cianose, defecagéo,
lacrimacéo) seguindo o proposto por BRITO (1994). A massa corporal, o
consumo de 4gua e ragdo e a producdo de excretas foram avaliados durante
todo experimento. No 15° dia os animais foram postos em jejum durante 12
horas e depois foram anestesiados para a coleta de sangue por puncdo
cardiaca para determinacdo dos parametros bioquimicos e hematolégicos.
Apés a eutandsia os 6rgdos (figado, pancreas, coracéo, rins, baco e intestino
delgado) foram retirados e pesados verificando a massa relativa. Na avaliacéo
bioquimica foram determinados os valores de ureia, creatinina, aspartato
aminotranferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e proteinas totais
seguindo protocolo prévio de acordo com as instru¢des do fabricante (Labtest,
Sao Paulo, Brasil). Na avaliacdo hematolégica foram analisados os valores de
eritrocitos, leucécitos, plaquetas, hemoglobina, hematocrito e os indices
hematimétricos.

Resultados e Discusséo

Os testes de toxicidade aguda oral, segundo o Guia 423 das diretrizes
da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) (OECD,
2001), sao utilizados para avaliar efeitos adversos que ocorrem em um breve
periodo da administracao oral de uma substancia em dose Unica ou multiplas
doses fornecidas durante 24 horas, sendo capaz de fornecer subsidios
referentes aos riscos a saude apdés uma exposicao de curta duracdo (BRITO,
1994).

No presente estudo ndo houve morte ou qualquer outro sinal de
toxicidade nos animais controle ou tratados com a dose de 2000 mg/kg durante
todo o estudo. O consumo de agua, de racdo, a producdo de excretas e o
aspecto fecal ndo tiveram alteracdes significativas (Tabela 1) em ambos os
grupos analisados. No screening hipocratico, nenhuma alteracdo motora e/ou
sensorial foi observada.

Nenhuma alteracdo no peso corporal dos animais ou o0 peso relativo dos
orgaos foi observado, ambos os fatores importantes no estudo da toxicidade. A
analise macroscopica dos 6Orgdos analisados, sensiveis ou importantes no
metabolismo e excrecdo de xenobioticos, ndo apresentaram alteracdes
significativas entre os grupos (Tabela 2). Resultados semelhantes foram
observados em estudos de toxicidade aguda em ratos conduzidos por Gyedu-
Akoto e colaboradores (2008), onde foi demostrada que a GC extraida de
cajueiros africanos se mostrou ndo toxica em doses superiores a 5000 mg/kg.

A resposta do corpo a substancias téxicas comumente se manifesta por
mudancas fisiolégicas no sangue. Tanto os resultados bioguimicos quanto
hematoldgicos tiveram resultados semelhantes ao grupo controle, ou seja, se
mantiveram normais sem alteracbes, demostrando a biocompatibilidade e
seguranca deste material (Tabela 3).
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Tabela 1 - Média dos valores obtidos no consumo de agua, consumo de ragdo, produgdo de excretas e
aspecto fecal avaliados por 14 dias, em camundongos fémeas, tratados com salina 0,9% e Goma do
Cajueiro (GC, 2.000mg/kg, v.0.).

Tratamento Dose Consumo Consumo Producéao
de 4gua deracéo de excretas
(ml/dia/grupo) (g/dia/grupo) (g/dia/grupo)
Controle 2,5 (ml/kg) 29,08+1,46 19,23+0,69 17,33+1,30
GC 2.000 (mg/kg) 32,69+1,66 21,54+1,75 21,304+2,43

Legenda: Os valores sdo apresentados como média + EPM. Nimero de animais/ grupo: cinco. *P <0,05
vs. Grupo controle (salina), Teste t de Student.

Tabela 2 - Efeito da Goma do Cajueiro (GC, 2.000 mg/kg, v.0.) no ganho de Massa Corporal (g) e na
Massa relativa dos 6rgéos (%) em camundongos fémeas apds 14 dias consecutivos.

Tratament Dose Massa Corporal Massa relativa dos 6rgéos
o (9) (%)
Antes Depois Figado Coragédo Baco Rins Intestino Delgado
Controle 2,5(ml/kg) 17,60 0,74 22,00+0,63 | 4,81+0,08 0,65+0,07 0,41+0,04 1,19+0,06 6,90+0,41
GC 2.000 20,80+0,80 24,80+0,80 | 4,80+0,12 0,54+0,02 0,54+0,04 1,16+0,06 6,66+0,30
(mg/kg)

Legenda: Os valores sé@o apresentados como média + EPM. Nimero de animais/ grupo: cinco. *P <0,05
vs. Grupo controle (salina), Teste t de Student. A massa relativa dos 6rgdos foi calculada como a relacéo
da massa do 6rgdo/massa corporal apos o tratamento x 100.

Tabela 3 - Analises hematolédgicas e bioquimicas de sangue e plasma (respectivamente) ap6s
administragdo oral em dose Unica da Goma do Cajueiro (GC; 2.000 mg/kg) em camundongos
fémeas apos 14 dias consecutivos.

Parametros Controle GC
(2.000 mg/kg, v.0.)
Eritrécitos (milhdes/mm3) 6,31+0,46 6,02+0,62
Hemoglobina (g/dL) 10,65+0,69 13,08+1,50
Hematdcrito (%) 33,00+0,89 35,00+1,76
L -VCM (fL) 53,57+4,56 60,3416,08
Hematol6gicos -HCM (pg) 17,21+1,57 22,27+2,56
-CHCM (g/dL) 32,28+1,87 38,08+5,35
Leucécitos/mm3 4.150+£294,10 5.270+663,40
-Segmentados (%) 53,00+1,67 56,00+1,51
-Mondcitos (%) 3,40+1,07 5,00+1,61
-Linfécitos (%) 41,60+2,73 36,00+3,43
-Eosindfilos (%) 2,00£1,04 3,00£0,77
Plaquetas/pL 764.800 765.200
) o Funcéo Creatinina (mg/gL) 0,53+0,11 0,55+0,08
Bioquimicos Renal Ureia (mg/gL) 26,05+2,20 25,12+1,27
Funcao Proteinas Totais (g/dL) 3,53+0,18 3,52+0,14
Hepatica ALT (TGP) (U/L) 56,43+7,74 59,06+3,08
AST (TGO) (U/L) 24,50+4,05 20,20+1,39

Legenda: Os valores séo apresentados como média + EPM. Nimero de animais/ grupo: cinco.
*P <0,05 vs. Grupo controle (salina), Teste t de Student. Aspartato Aminotransferase (AST) e
Alanina Aminotransferase (ALT).

Sendo assim, de acordo com o Guia 423 da OECD (OECD, 2001), a GC
pode ser classificada na categoria 5, substancia com uma dose metal média
(DL50) superior a 2000 mg/kg.
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Concluséao

De acordo com os resultados obtidos através da metodologia
empregada neste trabalho, concluiu-se que a GC nao apresentou sinais de
intoxicacdo e nem alteragBes, motoras, fisiolégicas ou comportamentais nas
doses administradas aos animais. O valor DL50 para a administracao oral da
GC foi estimado em maior que 2000 mg/kg, podendo ser enquadrada na
Classe 5 de toxicidade, segundo a GHS, sendo considerada de baixa
toxicidade. Sendo, portanto, seguro dar continuar aos estudos em outros testes
pré-clinicos contendo a goma.

Palavras-chave: Testes de toxicidade. Gomas vegetais. Anacardium
occidentale.
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Introducao

A partir do século XIX a humanidade se deparou diante do diverso e
inesgotavel arsenal terapéutico presente nas plantas medicinais devido a
descoberta de substancias ativas, que em estado natural ou apds sofrerem
processos de transformacdo quimica, possuem atividade biolégica, muitas
vezes ja confirmadas pelo uso popular e comprovados cientificamente.

Nos paises em desenvolvimento as doengas estdo relacionadas com a
falta de saneamento basico, desnutricdo e dificuldade de acesso aos
medicamentos.

Diversos vegetais tém sido utilizados com fins laticos e curativos de
infeccbes, entre eles encontram-se aqueles que séo objetos deste estudo.
Atualmente muitos trabalhos vém sendo realizados em busca de novas plantas
com atividade toxica.

Combretum leprosum (Combretaceae) € um arbusto ou pequena
arvore que cresce no Nordeste do Brasil, onde é conhecido como mufumbo,
mofumbo, cipoaba e pente-de-macaco. Na medicina popular, os extratos de
diferentes partes da planta sao utilizados por suas propriedades supostamente
expectorantes, hemostaticas, sedativas e afrodisiacas.

Os estudos farmacologicos com extratos e compostos isolados de
diferentes partes da planta sugerem que as atividades biol6gicas de C.
leprosum incluem também efeitos, antiulcerogénico, antiinflamatério e
antiproliferativo, e contra a forma promastigota de Leishmania amazonenses.

O conhecimento sobre a toxicidade das plantas toxicas € importante
para o homem, pois varias espécies podem ter uso medicinal e espécies
forrageiras toxicas causam prejuizo a producéo animal. Diante disso o presente
estudo tem como objetivo verificar a toxidade de extrato aquoso de C.
leprosum.
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Metodologia

Para a avaliacdo da toxidade nesse trabalho foi utilizada a metodologia
de Allium cepa devido ao seu baixo custo, as analises tiveram inicio no dia 1°
de agosto e término no dia 4 de setembro do ano de 2016, os bulbos foram
postos para germinar com a parte inferior mergulhada em solucdo contendo 50
mL de H20O destilada e o extrato vegetal em teste, por um periodo de 7 dias.
Logo apds, foram feitas laminas e analisadas em microscopio para contagem
de células.

Resultados e Discussao

O indice mitético geral observado foi de interfase 48,94%; profase
49,64%; metafase 4,54%; anafase 3,84% e teléfase 1,06 %. Com esses
valores é possivel constatar que o extrato aquoso de C. leprosum. nas
concentracdes utilizadas nesse teste tem atividade toxica.

De acordo com Pereira et al. (2017), os efeitos toxicos da C. leprosum
podem alterar o indice mitético, ou seja o numero total de células que se
dividem no ciclo celular, com isso pode resultar no aumento do mesmo, assim
levando a proliferacao celular desordenada e a formacéo de tecidos tumorais;
pode também fazer com que haja uma diminuicdo do indice mitético,
caracterizando a acdo quimica no crescimento e no desenvolvimento do
organismo exposto.

Ainda de acordo com os autores, além da avaliacdo das preparacoes
florestais para efeitos citotoxicos, a casca de C. leprosum também foi utilizada
para estimar a toxicidade dos ratos. O extrato hidroalcodlico de casca mostrou
toxicidade aguda quando administrado por via oral e intraperitoneal em
camundongos machos. Este extrato ndo mostrou toxicidade reprodutiva em
ratos fémeas; ndo promoveu atividade estrogénica ou antiestrogénica ou
toxicidade nos estagios embrionarios (implantacdo, fertilizacdo ou
organogénese), sem mortalidade fetal.

O epicatequina, um composto isolado da fracdo hidroalcodlica
de Combreum leprosum € conhecido principalmente por suas propriedades
antioxidantes e varios estudos avaliaram o uso desta substancia no tratamento
de doencas cardiovasculares e como prevencdo de cancer. A possivel acéo
antinociceptiva do epicatequina foi demonstrada, uma vez que tem a
capacidade de bloquear os canais de sodio, estruturas que estao intimamente
ligadas a ativagdo de fibras sensoriais. (LOPES ET AL. 2012).

Com base nos resultados no estudo de Silva et al. (2015) destaca-se
gue o composto estudado lupane que é isolado a partir de C. leprosum tem
citotoxicidade moderada, ndo induz a producdo de TNF-a e IL-10 e ndo atua
em topoisomerases humanas.

Conclusao

Este trabalho reforca a necessidade de se ter um conhecimento maior
sobre as propriedades quimicas dos extratos que sao utilizados
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popularmente para tratar varias patologias sem um conhecimento certo sobre
as propriedades quimicas e seus efeitos.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Toxicidade
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Introducéo

O crescimento gradativo de tecnologias permitiu ao homem novas
maneiras de realizar procedimentos e transformar a matéria a fim de atender as
suas necessidades, e esta pratica torna-se tdo antiga quanto a prépria
humanidade (SANTOS et al., 2014). A prospeccéao tecnoldgica € um meio de
mapear o desenvolvimento cientifico e tecnolégico utilizando informacfes de
patentes e obras, e sua relevancia € de grande influéncia na industria,
economia, identificacdo de inovacdes e conhecimento cientifico de determinada
area (AMPARO et al., 2012). Essa ferramenta constitui-se de grande interesse
para 0 mapeamento de diversos fatores, inclusive do diagndstico e tratamento
de doencas, como o Alzheimer (DA), doenca advinda de alteracdes
neurolégicas de carater crénico progressivo e irreversivel, que na maioria dos
casos se apresenta déficit de memoria e cognitivo (ZHAO, 2012).

A (DA) é mais observada em pessoas idosas, levando a morte de
neurbnios ocasionando uma reducdo em volume do cérebro, inclusive do
cortex e do hipocampo, blogueando a capacidade da assimilacdo de memarias
recentes e comprometendo a capacidade funcional dos portadores. Esta
patologia encontra-se disseminada no Brasil e no mundo, de modo que
somente em 2012 havia 35,5 milhdes de portadores de (DA) no mundo, e cerca
de 65,7 milhdes até 2030 (COUTINHO et al.,, 2012). Assim, torna-se um
evidente problema de saude publica, com a capacidade de se tornar a doenga
do futuro, deste modo, é de importancia o rastreamento dos avancos cientificos
e tecnoldgicos para a compreensao e perspectivas do diagnostico e tratamento
do Alzheimer no Brasil e no mundo.

O presente estudo objetivou quantificar e analisar através de uma
prospeccao tecnologica os avancos tecnoldgicos industriais aplicados ao
diagnéstico e tratamento do Alzheimer.

Materiais e métodos

As buscas para a confeccdo da atual prospeccao se realizou com base
nos pedidos de patentes depositados no Banco de Patentes Latino-americanas
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(LATIPAT), no banco de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial
do Brasil (INPI), no European Patent Office (EPO), no World Intellectual
Property Organization (WIPO) e no United States Patent and Trademark Office
(USPTO), no ano de 2017, utilizando os descritores “Inovag¢ao tecnoldgica’,
“Tratamento do Alzheimer” e “Diagnostico do Alzheimer” em inglés e/ou
portugués e que datavam de 2010 a 2017. O termo em inglés foi utilizado para
as bases internacionais, enquanto que o0s termos em portugués foram
utilizados para a busca de documentos em base nacional, sendo considerados
validos os documentos que apresentassem esses termos no titulo e/ou resumo.
Sendo descartados documentos duplicados. A analise dos documentos
consistiu na avaliacdo da distribuicdo de patentes por base tecnoldgica e por
Classificacao Internacional de Patentes (CIP), A61k.

Resultados e discusséo

Primeiramente, foi utilizado o descritor “inovagao tecnoldgica” para que,
em primeira instancia, fosse analisada a quantificacdo de depositados que se
restringiam aos avancos tecnoldgicos. Deste modo, a base tecnoldgica que
obteve maiores resultados foi a (EPO), com 349 documentos encontrados
(Tabela 1).

Tabela 2- depdsitos por descritores nas bases tecnoldgicas, de 2010 a 2017.

DESCRITOR LATIPAT INPI EPO WIPO USPTO

Inovacéao 0 2 349 290 13
Tecnolégica

Fonte: Autores (2017).

As buscas consistiram com o descritor de modo isolado e apds a andlise
dos titulos e resumos dos documentos para classificar aquelas que de fato
forneciam em seu conteudo informacional as inovagdes tecnoldgicas voltadas
ao Alzheimer, e os numeros de estudos fidedignos que integram este estudo
diminuiram consideravelmente. A literatura sugere que sao existentes estudos
com inovacOes tecnolégicos, mas somente uma pequena quantidade &
aplicada ao Alzheimer. Porém, quando utilizado os termos associados, 0s
resultados foram maiores e mais fidedignos sendo referente ao Alzheimer, e
embora necessariamente ndo possuissem 0 termo avango no seu titulo, o
estudo trazia algo novo dentro do diagnostico ou tratamento da (DA). Os
documentos encontrados com os descritores “Tratamento do Alzheimer” e
“Diagndstico do Alzheimer” foram utilizados para termo de comparagao e a
compreensao de qual vertente mais se avanca (Grafico 1).
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Gréfico 1- Comparacao entre avangos no diagnostico e tratamento do Alzheimer, de 2010 a
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1000
6| .
° LATIPAT INPI EPO WIPO USPTO

Fonte: Autores (2017).

ApoOs a analise dos depositados com os descritores acima, foi observado
que embora o diagnostico da (DA) seja necessario, atualmente, o que mais
avanca é o tratamento para esta patologia. De modo que, em todas as bases
tecnologicas o tratamento do Alzheimer manteve-se em maiores quantidades,
sendo que, de 2.407 documentos totalizados com as trés palavras-chave,
1.616 correspondiam ao tratamento do Alzheimer, representando (67,13%) do
resultado total.

A primeira busca ocorreu sem a utilizacdo previa da avaliagcdo de
Classificacdo Internacional de Patentes (CIP), e depois foram classificados com
o (CIP) para comparacdo de quantos dos depositados fidedignamente eram
destinados principalmente para produtos com atividade terapéutica a area da
saude (Tabela 2).

Tabela 2- classificagdo de depdsitos por (CIP), de 2010 a 2017.

E Sem AB1K Com AB1K

2000

1000

BH 8

| ATIPAT INPI FPO WIPO)

Fonte: Autores (2017).

Quando as buscas foram refinadas pela classificacdo (CIP) o numero de
depdsitos foi reduzido em todas as bases tecnolégicas, porém, os resultados
encontram-se satisfatério para o numero inicial das buscas. Na base
tecnolégica LATIPAT dos 42 produtos encontrados com o descritor
“Tratamento do Alzheimer” e “Diagndstico do Alzheimer” 16 eram redigidos em
portugués. Na INPI todos eram redigidos em portugués, sendo 15 produtos
depositados por brasileiros. Ja na USPTO todos os depositados eram redigidos
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em inglés e cerca de (50%) dos achados com o descritor “Tratamento do
Alzheimer” eram acompanhados do diagndstico do Alzheimer.

Dentre os documentos analisados foi encontrado um depdsito na (INPI)
de Prioridade Unionista dos Estados Unidos (US) onde era utilizado um método
inovador para o tratamento da doenca de Alzheimer utilizando compostos
derivados de 6-estradiol substituido, que € um hormonio sexual e esteroide. E
na (EPO) um documento depositado pelo (US), intitulado de “Diagnostic test for
alzheimer's disease based on identification of a proteolytic pathway”, Um
método para detectar niveis circulantes de péptidos beta amildides em um
individuo por administracdo de um ou mais inibidores de uma via proteolitica
extracelular no sangue e deteccdo dos péptidos beta amildéides no sangue ou
uma fracdo no paciente. Estes documentos revelam os avancos no diagnostico
e tratamento do Alzheimer.

Concluséo

De acordo com as bases consultadas, foi possivel observar que as
inovacbes tecnoldgicas aplicadas ao diagnéstico e tratamento da (DA)
encontram-se em ascensao, principalmente quanto ao tratamento. A (EPO)
possui a maior quantidade em achados referente aos avancos tecnoldgico e
diagnéstico da (DA), entretanto, a WIPO lidera em depositados com o descritor
“Tratamento do Alzheimer”. De 1.971 depdésitos analisados nas cinco bases
tecnologicas, 1.163 destes foram classificados como A61lk. E embora nao
sendo um dos paises com maiores investimentos em pesquisas, o Brasil possui
guantidade moderada de publicacdes e depdsitos relacionados ao Alzheimer.

Palavras-Chave
Inovacgdao tecnologica; Tratamento do Alzheimer; Diagnostico do Alzheimer.
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Introducéo

O Brasil é 0 pais com maior predominio de casos de Leishmaniose no
continente americano, ha registro em todas as regides, sendo mais prevalentes
as regides Norte, “Nordeste e Centro-Oeste como regibes endémicas
(BATISTA et al., 2014). A transmissdo ocorrer através do mosquito da familia
dos flebotomineos que albergam os protozoérios do género Leishmania, sendo
a Leishmanioses classificada como uma doenca tropical, encontrada
principalmente em paises em desenvolvimento, afetando principalmente as
comunidades mais humildes como menos acesso aos servicos de saude. O
nordeste do Brasil é a regido com maior indice, geralmente nas periferias das
zonas urbanas. (LISBOA et al., 2015).

O tratamento da Leishmaniose Visceral exige o emprego de um
esquema terapéutico de ampla eficacia, porem o pequeno numero de opcdes
terapéuticas, e seu tratamento € limitado, pela alta toxicidade e alto custo ou a
resisténcia do protozoario, a droga de primeira escolha para o tratamento sdo
0s antimoniais pentavalentes, e a droga de segunda linha a anfotericina B. os
pacientes confirmados devem ser acompanhados durante toda a evolucao
clinica, no intuito de reduzir a gravidade ou toxicidade do medicamento
(CALDAS et al., 2013).

Os extratos de Casearia sylvestris pode ser uma alternativa promissora com
atividade leishmanicida (Antinarell et al.,2015).

Este trabalho tem por finalidade relacionar as pesquisas ja desenvolvidas e
patenteadas, referentes ao Tratamento da Leishmaniose e o uso terapéutico
do Extratos de Casearia sylvestris , no sentido de analisar a participacao do
Pais nos depositos de pedidos de patentes em bancos de inovagdo e
tecnologia nacional e internacionais nos ultimos anos.

Metodologia

A prospeccao foi realizada com base nos pedidos de patentes depositados no
European Patent Office (EPO), na World Intellectual Property Organization
(WIPO), no United States Patent and Trademark Office (USPTO), no banco de
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dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil (INPI) e no
Banco de Patentes Latino americanas (LATIPAT). A pesquisa foi realizada em
julho de 2017 e foram utilizadas como palavras-chave os termos “Leishmaniose
visceral”’, “Casearia sylvestris” e “tratamento”. sendo considerados validos os
documentos que apresentassem esses termos no titulo e/ou resumo. Foram
quantificados os pedidos de patente existentes entre 2010a 2017.

Resultados e Discussodes

Primeiramente, foi avaliado o numero de pedidos de patentes
depositados por base de dados de acordo com os descritores individualmente
(tabela 1). Os resultados demonstram que a base WIPO apresenta 0 maior
namero de patentes depositadas até o momento, seguido pela INIPI. As bases
EPO,USPTO e LATIPAT néo apresentaram numero de patentes depositadas
para o descritor “Leishmaniose visceral” e * Casearia sylvestris”.

Tabela 1 — Numero de patentes depositadas por base de dados envolvendo os
termos utilizados.

PALAVRAS- EPO WIPO LATIPAT
CHAVE USPTO INPI

Leishmaniose 0 179 0 23 0
visceral

Casearia 0 10 0 3 0
sylvestris

Tratamento 2 100.218 50625 1045 31.524

Fonte: autoria prépria

Considerando as informagfes anteriores, foi feita uma busca com os
descritores de maneira associada para as mesmas bases de dados (grafico 1).
Os resultados demonstram que a base de dados WIPO apresentou nimeros
significativos de patentes depositadas até o momento (147), esta foi a Unica
que apresentou resultados para os termos associados “Tratamento de
Leishmaniose Visceral’. A associagdo desses termos ndo gerou resultado em
nenhuma das bases A analise dos documentos consistiu na avaliacdo da
distribuicdo de patentes por base tecnoldgica e por Classificacdo Internacional
de Patentes (CIP), A61k. Resultando em 42 deposito
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Gréafico 1- Numero de patentes depositadas por base de dados envolvendo
termos associados.
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4.1 Distribuicdo de patentes por ano de depoésito

Utilizando-se os termos inter-relacionados “Tratamento” e Leishmaniose
visceral na base de dados WIPO, verificou-se (grafico 2) que Houve uma
diminuicdo do numero de patentes depositadas no anos de 2017 (3) e 2016 (4)
em relacdo aos anos de 2015 e 2014 ambos (7) e os anos 2013 e 2012 (2) O o
ano de 2011 aprestou 0 maior numero de patentes depositadas (12) e 2010 o
menor (2).

Grafico 2- Distribuicdo por ano de depdsito.
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Fonte: autoria prépria

5. Conclusao

Através destes estudos de prospeccao tecnoldgica, foi constatado que o
depdsito de patentes envolvendo a utilizagdo Tratamento” e Leishmaniose
visceral atingiu o numero maximo de patentes em 2011.apresentando
resultados apenas para a Base WIPO. A pesquisa foi refinada com a CIP A61Kk,
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nao observou-se trabalhos relacionados Casearia sylvestris no tratamento da
Leishmaniose visceral.
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Introducao

O Zika virus (ZIKV) é um arbovirus de RNA pertencente a familia
Flaviviridae, tendo como vetor o mosquito Aedes aegypti, sendo também o
principal transmissor da dengue, chikungunya e febre amarela. Apresenta-se
clinicamente como uma sindrome febril aguda e surgimento de exantema pelo corpo. O primeiro caso foi
notificado na Nigéria, em 1954. Em 2007, ocorreu a primeira epidemia fora do
continente africano. Ao Brasil, o virus chegou em 2013, mas foi a partir de 2015
que ganhou destaque pela possibilidade de estar associado a Microcefalia. Em
2016, estudos comprovaram a presenca do ZIKV em 31 paises na Américas,
na Africa e na regido ocidental do Pacifico (HERLING et al., 2016).

No Brasil, segundo o Boletim Epidemiolégico do Ministério da Saude
Brasileiro (2017), foram notificados 13.835 casos suspeitos de alteragbes no
crescimento e desenvolvimento possivelmente relacionadas a infeccao pelo
virus Zika e outras etiologias infecciosas. Do total, 5.892 foram descartados,
2.753 foram confirmados e 141 foram classificados como provaveis para
relacdo com infec¢éo congénita durante a gestacao.

O diagndstico tem sido realizado por PCR-RT que busca a presenca do
RNA viral em amostras biolégicas ou através da deteccéo sorolégica por ELISA
ou imunofluorescéncia, o que muitas vezes se torna inviavel pelo curto periodo
de tempo que a carga viral fica circulante no sangue (LONGA et al., 2017).

A Prospeccao tecnoldgica € um meio sistematico muito importante, pois
pode ser aplicada no mapeamento de desenvolvimento de projetos cientificos e
tecnoldgicos, influenciando positivamente a inddstria, a economia e a
sociedade (AMPARO et al., 2012).

Este trabalho tem como objetivo quantificar e analisar através de uma
prospeccao tecnoldgica estudos desenvolvidos e patenteados, relacionados ao
diagnostico de infeccdo por Zika Virus, analisando a participagdo do Brasil
guanto a depdsitos de pedidos de patentes referentes ao tema em bancos de
inovagao e tecnologia nacional e internacionais nos ultimos anos.

Metodologia

As buscas para realizagdo da presente prospeccdo foram feitas com
base nos pedidos de depdsitos de patentes no European Patent Office (EPO),
na World Intellectual Property Organization (WIPO), no United States Patent
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and Trademark Office (USPTO), no Banco de Patentes Latinoamericanas
(LATIPAT) e no banco de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial
do Brasil (INPI). A pesquisa foi realizada em julho de 2017 e para isso foram
utilizados os seguintes termos como descritores, bem como a associacao entre
eles: “Diagnostico”, “Infeccdo por Flaviviridae” e “Microcefalia”. Para a busca
nos bancos de dados internacionais (EPO, WIPO, e USPTO) utilizaram-se os
termos em inglés, no LATIPAT em espanhol e no banco nacional (INPI), em
portugués, sendo que a selecdo dos documentos foi realizada por meio dos
termos encontrados no titulo e/ou resumo. Foram quantificados os pedidos de
patente existentes entre 2007 a 2017. Na associacdo dos termos também
foram analisadas as patentes por pais de depdsito e Classificacdo Internacional
de Patentes (CIP), A61K.

Resultados e Discusséo

Inicialmente, foi quantificado o numero de pedidos de depdsitos de
patentes por base de dados utilizando os descritores de forma individual. Para
o descritor “Diagnéstico”, os resultados obtidos mostram que a base que
apresenta o maior niumero de patentes depositadas de 2007 a 2017 é a EPO,
seguida pela WIPO e pela LATIPAT. As bases INPI e USPTO apresentaram
um numero de patentes depositadas bem inferior aos demais bancos de dados
para o mesmo descritor. Para o descritor “Infeccédo por Flaviviridae”, as bases
de dados WIPO e EPO obtiveram resultados maiores quando comparadas as
demais. Por ultimo, para o descritor “Microcefalia”, nas bases de dados INPI,
USPTO e LATIPAT nao foram encontrados nenhum pedido de depdsito de
patente (Tabela 1).

Tabela 1 - Nimero de depdsitos de patentes por banco de dados envolvendo os descritores
individuais, de 2007 a 2017.

DESCRITOR INPI LATIPAT  WIPO EPO USPTO
Diagnostico 1645 6613 73.766 88.103 1670
Infeccdo por Flaviviridae 3 21 355 191 3
Microcefalia 0 0 85 321 0

Fonte: Autoria Prépria (2017)

Baseado nos resultados anteriores e para os mesmos bancos de dados
foi realizada uma busca com os descritores associados, analisando também a
Classificacao Internacional de Patentes (CIP). Os resultados encontrados para
a associacao “Diagnostico e Infeccao por Flaviviridae” demonstram que a base
de dados WIPO e EPO apresentam patentes depositadas até o0 momento, 10 e
3 respectivamente. As demais bases nao apresentaram nenhum resultado para
o mesmo termo. Para o termo “Diagnéstico e Microcefalia”, a base EPO
apresentou 2 patentes depositadas e a WIPO, apenas 1 depdsito. O confronto
dos termos “Infec¢ao por Flaviviridae e Microcefalia” ndo gerou resultado em
nenhuma das bases. Do total de 11 patentes da WIPO, 3 apresentam categoria
A61K, enquanto na EPO, das 5 encontradas, 3 se enquadram na mesma
categoria (Gréfico 1). A categoria A61K compreende patentes que tratam
sobre preparacgdes para finalidades médicas, odontoldgicas ou higiénicas (INPI,
2017b).
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Gréafico 1 - Numero de depdsitos de patentes por banco de dados envolvendo descritores
associados e Classificacao Internacional de Patentes (CIP), de 2017 a 2017.
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Analisando as publicacdes de patentes por pais para o termo associado
“Diagnostico e Infeccao por Flaviviridae” e dentro do recorte temporal
especificado, os resultados obtidos mostram que os Estados Unidos lideram
com trés publicacbes, em seguida European Patente Office e PCT cada um
com duas e China, Australia e Canada com uma publicagdo cada (Grafico 2).
Os dados guantificados sugerem que os Estados Unidos investem mais tanto
em pesquisas quanto em depdésitos de patentes, no entanto, a diferenca entre
0S outros paises nao é tdo grande, mostrando que o interesse em investir em
pesquisas por parte deles também existe.

Grafico 2 — Dep6ésitos de patentes por pais, de 2007 a 2017.
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Concluséo

Através dos estudos realizados e dos resultados obtidos foi possivel
observar que o numero de depdésitos de patentes pelos termos individuais €
maior quando comparados com a quantidade de depdsitos com a associacao
dos mesmos termos. O total de depdsitos para o diagnoéstico da infeccao por
Flaviviridae e para o diagndstico da microcefalia ainda € menor nos cinco
bancos de dados pesquisados. O pais com mais depositos de patentes € os
Estados Unidos, 0 que sugere maior investimento e interesse por pesquisas e
protecdo das mesmas. Pode-se ressaltar ainda, que apesar do numero
significativo de casos no Brasil mencionado anteriormente, o pais ndo possui
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nenhuma patente publicada nas bases de dados, ficando clara a importancia
de incentivos nessa area, ja que o diagnostico € o principal método
confirmatorio da infeccgéo.

Palavras-chave: Diagndstico. Infeccédo por Flaviviridae. Microcefalia.
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Introducéo

O Papiloma Virus Humano (HPV) € um virus da familia Papillomaviridae,
E um virus transmitido sexualmente sendo considerado um problema de salde
publica. Sdo reconhecidos mais de 100 tipos de virus, 45 deles podem infectar
o trato genital. Baseado no seu potencial oncogénico, € dividido em dois
grupos: baixo e alto risco (KENNE, 2014). O cancer do colo do utero esta
relacionado principalmente com os tipos 16 e 18 que sdo responsaveis por
aproximadamente 70% dos casos de cancer cervical uterino no mundo
(SANTOS, 2013). A infeccdo ocorre quando had uma penetracdo do virus
atraves de lesbes nas células epiteliais do colo do utero, liberando seu material
genético e iniciando um processo de replicacédo (LIBERA, 2016).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (2017), estima-se 0 surgimento
de 16.340 novos casos de cancer do colo uterino com 5.430 mortes. E o
terceiro tumor mais frequente na populacéo feminina e a quarta causa de morte
de mulheres por cancer no Brasil.

O diagnéstico do HPV pode ser realizado por métodos clinicos e
moleculares. O diagndstico clinico (Papanicolau) é uma técnica de triagem (ndo
confirmatoria), que busca células ja malignizadas ou em processo de
malignizacdo. O diagndstico através de técnicas moleculares é tido como
confirmatorio caracterizado pela deteccdo da carga (DNA) viral do HPV,
permitindo a identificacdo especifica do tipo do virus (SA, 2016).

Este trabalho tem como objetivo quantificar e analisar através de uma
bioprospeccéo tecnolédgica estudos desenvolvidos e patenteados, relacionados
ao diagnostico do Papiloma Virus Humano (HPV), analisando a participacdo do
Brasil quanto a pesquisa e depdsitos de pedidos de patentes referentes ao
tema em bancos de inovacao e tecnologia nacional e internacionais nos ultimos
anos.

Metodologia

A selecéo de dados para realizacdo da atual bioprospeccéao foi feita com
base nos pedidos de depédsitos de patentes no European Patent Office (EPO),
na World Intellectual Property Organization (WIPO), no United States Patent
and Trademark Office (USPTO), no Banco de Patentes Latinoamericanas
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(LATIPAT) e no banco de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial
do Brasil (INPI). A coleta de dados foi realizada em julho de 2017 e para isso
foram utilizados os seguintes descritores, bem como a associagcéo entre eles:
“Diagndstico”, “HPV” e “Céancer do colo do utero”. O descritor “HPV” foi usado
tanto na base nacional quanto nas bases internacionais sem nenhuma
alteracao e o descritor “Diagndstico” foi analisado de forma geral. Para a busca
nos bancos de dados internacionais (EPO, WIPO, e USPTO) utilizaram-se os
termos em inglés, no LATIPAT em espanhol e no banco nacional (INPI), em
portugués, sendo que a escolha das patentes foi realizada por meio dos termos
encontrados no titulo e/ou resumo. Foram quantificados os pedidos de patente
existentes entre 2010 a 2017. Na associacdo dos termos também foram
analisadas as patentes por ano de depoésito, por pais de depdsito e
Classificacdo Internacional de Patentes (CIP), A61K, em que a secao A esta
relacionada com as necessidades humanas e preparacbes para finalidades
médicas.

Resultados e Discusséo

A principio, foi feita a quantificacdo do niamero de pedidos de depdsitos
de patentes por base de dados utilizando os descritores individualmente. Para
o descritor “Diagnéstico”, os resultados obtidos mostram que a base que
apresenta o maior numero de patentes depositadas de 2010 a 2017 é a WIPO,
seguida pela EPO e pela LATIPAT. Para o mesmo descritor, as bases INPI e
USPTO apresentaram um numero de patentes depositadas significativamente
inferior aos bancos de dados WIPO e EPO. Para os descritores “HPV” e
“Cancer do colo do utero” separadamente, as bases de dados INPI, USPTO e
LATIPAT obtiveram resultados menores em relacdo as demais, evidenciando
poucos investimentos nesse sentido (Tabela 1).

Tabela 1 - Nimero de depdsitos de patentes por banco de dados envolvendo os descritores
individuais, de 2010 a 2017.

Diagnéstico 1217 4635 61.416 51.466 2.178
HPV 38 97 1857 1536 61
Cancer do colo do Utero 5 17 156 138 2

Fonte: Autoria Prépria (2017)

Baseado nos resultados anteriores e para os mesmos bancos de dados
foi realizada uma busca utilizando os descritores de forma associada, sendo
guantificada também a Classificacdo Internacional de Patentes (CIP). Os
resultados encontrados para a associagdo “Diagndstico do HPV” demonstram
que a base de dados WIPO (117) e EPO (68) apresentam uma maior
guantidade de patentes depositadas até o momento. As bases INPIl e LATIPAT
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apresentam como resultado, 4 e 5 respectivamente Para a associacio
“Diagndstico do Cancer do colo do utero™, a base WIPO apresentou 18
patentes depositadas, seguida pelo INPI com 2 e EPO e LATIPAT com 1
patente cada. Na associagdo "HPV e Cancer do colo do utero” apenas a EPO
(20) e WIPO (16) mostraram resultados. A base USPTO nao apresentou
resultado para nenhuma das associacdes. Do total de 151 patentes da WIPO,
14 apresentam categoria A61K e na EPO, das 89 encontradas, 12 se
enquadram na mesma categoria. Nas bases INPI e LATIPAT, do total de 6
encontradas em cada, ambas apresentam somente 1 patente classificada na
categoria A61K. (Grafico 1).

Grafico 1 - Numero de depdésitos de patentes por banco de dados envolvendo descritores
associados e Classificacdo Internacional de Patentes (CIP), de 2010 a 2017.
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Fonte: Autoria Prépria (2017).

Utilizando-se as associagbes dos termos “Diagnostico do HPV” e
“Diagndstico do Cancer do colo do utero” nas bases de dados EPO, WIPO,
INPI e LATIPAT os resultados obtidos mostram que do total de216 patentes
depositadas nessas bases, o ano de maior publicacdo foi 2010 com (40)
depdsitos, passando a (37) em 2011, (29) em 2012, (31) em 2013, (19) em
2014, (29) em 2015 e (22) em 2016. A partir do ano de 2016 houve uma
reducao significativa no niumero de depdsitos com (9) em 2017 até o periodo
da pesquisa (Grafico 2).

Analisando as publicacdes de patentes por pais para o termo associado
“Diagnéstico do HPV” e dentro do recorte temporal 2010 a 2017, os resultados
obtidos mostram que os Estados Unidos (26) é o pais que mais publica e
protege suas patentes, em seguida o Canada com 7, China e Australia com 5
cada um, Japéo e Federagdo Russa com 3 cada, Espanha com 2 e com 1
publicacdo estdo Portugal, Dinamarca, Republica da Coréia e México. (Grafico
3). O Brasil ndo apresentou nenhuma patente publicada dentro do recorte
temporal estabelecido. Apesar dos paises analisados apresentarem
publicacdes de patentes, percebe-se pela grande diferenca entre dados obtidos
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que os Estados Unidos ainda € o pais com maior interesse e investimento em
pesquisas e protecdo das mesmas.

Grafico 2 — Distribuicdo de patentes por ano de deposito nas bases EPO, WIPO, INPI e
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Fonte: Autoria Prépria (2017).

Gréfico 3 — Depositos de patentes por pais, de 2010 a 2017.
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Concluséao

De acordo com os estudos realizados e dados quantificados nos cinco
bancos de dados pesquisados foi possivel determinar que o nuamero de
depdsitos de patentes para o “Diagnéstico do HPV” e “Diagnéstico do Cancer
do colo do utero” ainda é significativamente inferior em alguns bancos se
comparado a gravidade da situacdo. O pais com mais depdsitos de patentes €
os Estados Unidos, o que sugere maior investimento e interesse por pesquisas
e protecdo das mesmas. Diante do que foi abordado, conclui-se que o Brasil,
apesar do alto numero estimado de novos casos referido anteriormente, o pais
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possui poucas ou nenhuma patente publicada nas bases de dados, ficando
evidente 0 pouco incentivo nessa area, ja que o diagndstico € o principal
método confirmatério da infeccao pelo HPV e da neoplasia.

Palavras-chave: Diagndstico. HPV. Cancer do colo do utero.
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Introducéo

O crescimento da populacdo idosa vem ocorrendo de modo acelerado
em todo o mundo (PAVARINI, 2015), no Brasil, proje¢fes indicam que a
proporcao de idosos pode atingir quase 15% em 2020 (IBGE, 2004). Associado
ao envelhecimento populacional esta o aumento na prevaléncia de doencas
cronicas como as doencas neuroldgicas, dentre elas, a deméncia e o acidente
vascular encefalico merecem atencdo especial, pois estas provocam limitacdes
que comprometem a qualidade de vida dos idosos (PAVARINI, 2008). A
incidéncia de deméncia em idosos brasileiros alcanca a taxa de 13,8 por 1000
habitantes/ano (REYS, 2006), é uma importante causa de morte nos Estados
Unidos com mais de 71.000 o6bitos por ano (PALECEK, 2010). As doencas
cerebrovasculares sdo a terceira causa de O6bito em paises desenvolvidos,
perdendo somente para outras doencas cardiovasculares e para o cancer,
estatisticas mostram que é a primeira causa de 6bito no Brasil (GAGLIARDI,
2001). Pessoas com deméncia e outras doencas neurologicas podem
apresentar comprometimento funcional e cognitivo por um longo periodo antes
da morte e também desenvolver disfagia, desnutricdo, pneumonia e
imobilidade, tornando-se parcial ou totalmente dependentes (MARTINS, 2012).
Os biomarcadores sdo parametros bioldgicos objetivos, acessiveis e de facil
medi¢cao que se correlacionam com a presenca ou com a gravidade da doenca
(GASSER, 2009), podem ser marcadores genéticos, proteicos, imagiologicos
ou ainda testes olfativos ou do sono. ldealmente, espera-se que um
biomarcador proteico reflta o processo degenerativo da doenca, sendo
validado por diagndéstico neuropatoldgico, e que apresente uma sensibilidade e
especificidade para a diferenciacdo de outros quadros similares propiciando
valores preditivos positivos consistentes (SCHLOSSMACHER, 2010).

Este trabalho tem por finalidade mapear as pesquisas ja desenvolvidas e
patenteadas, referentes aos biomarcadores de desordens neurolégicas comuns
em idosos, no sentido de analisar a participacdo do pais nos depoésitos de
pedidos de patentes em bancos de inovacdo e tecnologia nacional e
internacionais nos ultimos anos.

Rev. Interd. Cién. Satide — ISSN 2358-6966 349




Il SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potencialidades Terapéuticas

Metodologia

A prospeccao foi realizada com base nos pedidos de patentes
depositados no European Patent Office (EPO), na World Intellectual Property
Organization (WIPO), no United States Patent and Trademark Office (USPTO),
no banco de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil
(INPI) e no Banco de Patentes Latinoamericanas (LATIPAT). A pesquisa foi
realizada em julho de 2017 e foram utilizadas como palavras-chave os termos
“Biomarcadores”, “Desordens neuroldgicas” e “Neuropatologias”. Os termos em
inglés foram utilizados para as bases internacionais, enquanto os termos em
portugués foram utilizados para a busca de documentos em base nacional,
sendo considerados validos os documentos que apresentassem esses termos
no titulo e/ou resumo. Foram quantificados os pedidos de patente existentes
entre 2007 a 2017.

Resultados e Discusséo

Primeiramente, foi avaliado o numero de pedidos de patentes
depositados por base de dados de acordo com os descritores individualmente
(Tabela 1). Os resultados demonstram que a base WIPO apresenta o maior
namero de patentes depositadas até o momento, seguido pela EPO e pela
LATIPAT de forma geral. As bases USPTO e INPI apresentaram um numero de
patentes depositadas significativamente inferior aos demais bancos de dados
para o descritor “Biomarcadores”. Para o descritor “desordens neurolégicas”, as
bases de dados LATIPAT e INPI obtiveram resultados significativamente
inferiores quando comparadas as demais. Por fim, as bases de dados INPI e
LATIPAT trouxeram apenas 2 resultados para o descritor “neuropatologias”,
enguanto a base USPTO nao apresentou nenhum.

Tabela 1 — NUimero de patentes depositadas por base de dados envolvendo os termos

utilizados.
PALAVRAS-
CHAVE EPO WIPO USPTO INPI LATIPAT
Biomarcadores 11,353 11,461 237 88 753
Desordens 6,371 6,894 70 11 31
neuroldgicas
Neuropatologias 14 21 0 2 2

Fonte: Autoria Prépria (2017)

Considerando as informacdes anteriores, foi feita uma busca com os
descritores de maneira associada para as mesmas bases de dados (Grafico
1). Os resultados demonstram que a base de dados WIPO apresenta o maior
namero de patentes depositadas até o momento (42), seguida pela base dados
EPO (8), estas foram as unicas que apresentaram resultados para os termos
associados “biomarcadores de desordens neurologicas”. O confronto dos
termos “biomarcadores de neuropatologias” nao gerou resultado em nenhuma
das bases. Nenhuma das patentes encontradas na base de dados EPO se
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enquadravam na categoria “A61K”, que trata de preparacdes para finalidades
meédicas, odontologicas ou higiénicas, enquanto na base de dados WIPO
constavam 4 pedidos de patentes na categoria.

Grafico 1- Numero de patentes depositadas por base de dados envolvendo termos
associados.
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Fonte: Autoria Propria (2017)

Utilizando-se o cruzamento dos termos “biomarcadores de desordens
neurolégicas” nas bases de dados EPO e WIPO, verificou-se (Gréafico 2) que
existiu um aumento na quantidade de publicacdes a partir de 2013 (4),
passando a (7) em 2014 e (12) em 2015. A partir de 2015 houve um declinio na
quantidade de publicacdes, chegando a (9) em 2016 e (3) em 2017 até o
periodo da pesquisa. Os pedidos de patente da categoria “A61K” datavam (2)
em 2015, (1) em 2013 e (1) em 2010.

Grafico 2- Distribuicdo por ano de depésito.
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Fonte: Autoria Propria (2017)

Os Estados Unidos (US) foi o pais com a maior quantidade de
publicacdes (24), o que representa cerca de 57% do total de publicacdes para
o recorte temporal delimitado e as palavras-chave confrontadas
“biomarcadores de desordens neuroldgicas”. Em seguida vieram a
Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual (WO) com 12 pulblicacdes, a
Oficina Europeia de Patentes (EP) com 7, o Canada (CA) com 5, a Australia
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(AU) com 3, o México (MX) e a China (CN) com 1 publicacéo (Grafico 3). Os
pedidos de patente da categoria “A61K” eram (2) dos US, (1) da EP e (1) da
WO.

Gréfico 3 - Distribuicdo de patentes por pais.
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Fonte: Autoria Prépria (2017)

Concluséo

Através destes estudos de prospeccao tecnoldgica, foi constatado que o
depdsito de patentes envolvendo a utilizacdo de biomarcadores em desordens
neuroldgicas desde 2007, atingiu o namero maximo de patentes em 2015.
Estados Unidos é considerado o principal pais depositario, com 24 patentes na
WIPO e EPO. Contudo, o Brasil ndo possui patentes depositadas nas mesmas
bases, deixando em evidéncia a importancia do incentivo a publicagbes na
area. A subclasse selecionada para refinar a pesquisa foi a A61K, onde se
encontraram apenas 4 pedidos de patentes, onde datavam 2 em 2015, 1 em
2013 e 1 em 2010, sendo 2 do US (2015 e 2010), 1 da EP (2015) e 1 da WO
(2013). Sendo assim, foi verificado que a quantidade de publicacbes ainda
encontra-se escassa para area de biomarcadores e suas aplicacdes quanto as
desordens neuroldgicas comuns em idosos na area de interesse.

Palavras-chave: Biomarcadores. Desordens neurolégicas. Neuropatologias.
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Introducéao

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) probiéticos sao
definidos como “microorganismos vivos, que quando ingeridos ou aplicados
localmente em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro”, como equilibrio da microbiota intestinal além de se mostrarem
eficazes no tratamento de varias disfuncdes da barreira intestinal, porém para
iSSO é necessario que, ap0s sua ingestao, eles atinjam o intestino ainda vivos e
em quantidades suficientes. Dessa forma, técnicas de encapsulacdo de
microrganismos probidticos vem sendo utilizadas nos Udltimos anos para
melhorar sua entrega e sobrevivéncia em condicbes adversas como a
exposicdo a acidos gastricos e sais biliares que pode diminuir sua viabilidade
(KOLYBABA, 2007; FAO/WHO, 2001).

Dentre diversos materiais que vém sendo estudados para a aplicacao
como agente encapsulante as gomas aparecem como potenciais candidatas
por suas favoraveis caracteristicas quimicas, solubilidade e processos de
isolamento e purificacdo. Nesse contexto, a Goma do Cajueiro (GC) um
heteropolissacarideo presente no exsudato do cajueiro (Anacardium
occidentele, familia Anacardiaceae.), oferece uma importante aplicabilidade
como material de parede na sintese de microcapsulas (OLIVEIRA et al., 2014).

Dessa forma, este trabalho objetivou-se realizar um estudo de
prospeccao tecnoldgica e cientifica sobre a encapsulacdo de microrganismos
probiéticos, com especial enfoque para a eventual aplicacdo da GC enquanto
material de parede, realizando uma busca nos pedidos de patente e artigos
cientificos em nivel nacional e internacional.

Metodologia

Esta pesquisa foi realizada tendo por base um levantamento de pedidos
de patentes depositados nos principais bancos de dados: United States Patent
and Trademark Office (USPTO), European Patent Office (EPO), World
Intellectual Property Organization (WIPO) e no Banco de dados do Instituto
Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do Brasil. O levantamento foi
realizado em maio de 2016, sendo investigados todos os documentos de
patentes disponiveis para consulta até a data de realizacdo da referida
pesquisa (15/05/2016). Utilizou-se como palavras-chave o0s termos
“‘encapsulagao e probidtico” combinados ou ndo com o termo “goma do
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cajueiro”, juntamente com o operador boleano “and” em todas as bases,
eventualmente associando-se os termos com o uso de aspas (“ “). Para as
bases de dados internacionais foram utilizados as palavra-chave em inglés

Resultados e Discusséo

Os resultados obtidos no presente estudo de prospeccéo tecnologica
referem-se a todos os depdsitos de patentes efetuados sobre o tema em
questdo. Utilizando os descritores Encapsulacdo and Probidtico encontraram-
se 7, 19, 18 e 0 patentes depositadas na base de dados USPTO, EPO, WIPO,
INPI, respectivamente. Utilizando os descritores Encapsulacdo AND Probidtico
AND Goma do cajueiro ndao foram encontradas nenhuma patente depositada.

A busca na base de dados USPTO detectou sete resultados abrangendo
os termos associados “encapsulagéo e probiético”. Quando observado a nagéo
de origem das patentes, verificou-se que os Estados Unidos detém todos os
pedidos de depodsito neste banco de dados. Analisando a distribuicdo das
patentes na base de dados, verificou-se que estas se concentram entre o0s
anos de 2006 e 2013 (figura 1). Tais documentos referem-se a formulacdes
contendo probidticos encapsulados, utilizados principalmente para terapia de
aves e mamiferos com doencas infecciosas, demostrando as vantagens desta
tecnologia na preservacao da vida destes microrganismos durante a passagem
através do estbmago, permitindo a sua liberagédo no intestino.

Figura 1 — Resultados obtidos para a busca pelo termo “encapsulagao e probiético” na
base de patentes USPTO quanto aos periodos ou anos de ocorréncia dos depésitos dos
pedidos de patente.
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Na base de dados EPO foram encontrados 19 documentos de patentes
para 0s termos associados “encapsulagdo e probiodtico”, relacionados, em
grade maioria, a protecdo de sistemas e processos de encapsulacdo
empregados para aumentar a taxa de sobrevivéncia das células probioticas
durante o armazenamento e administracdo oral. Na busca por pais, foi possivel
observar que os Estados Unidos e a Russia totalizam mais da metade dos
pedidos de depoésitos realizados (52,63%), seguidos pelo Tratado de
Cooperacdo em Matéria de Patentes (10,52%).

Figura 2 - Resultados obtidos para a busca pelo termo “encapsulagéo e probiético” na
base de patentes EPO, quanto aos periodos ou anos de ocorréncia dos depdsitos dos pedidos
de patente.
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A partir de 2006 até o ano de 2016, houve a maior concentracdo dos
pedidos de depodsitos na EPO, com um total de 18 documentos (90%). Tais
dados representam uma evolucdo recente em relacdo as tecnologias
inovadoras envolvendo a encapsulacdo de microrganismos probidticos.
Quando aplicado os termos associados: “encapsulagao e probidtico e goma do
cajueiro” nao foram obtidos resultados.

A busca na base de dados de patentes WIPO retornou 44 resultados
envolvendo os termos associados “encapsulagado e probiotico”. Tais pedidos
foram registrados, em maior numero nos Estados Unidos (31,81%), no Tratado
de Cooperacdo em Matéria de Patentes (PCT) (20,45%) e no Canada
(13,63%), a partir do ano de 2004. Nota-se que a distribuicdo dos documentos
guanto ao ano de depdsito se mostrou relativamente homogénea, com o ano
de 2004 possuindo o maior numero de depdsitos, e os anos de 2010 e 2013 o
menor numero, com um deposito cada (Figura 2). Quanto a patentes
relacionadas a aplicagcdo da GC utilizado na tecnologia de encapsulacédo de
probioticos, ndo se obteve resultados, demonstrando a auséncia de registros
de inovacao referente ao uso deste polissacarideo como material de parede na
tecnologia abordada.

Figura 3 - Resultados obtidos para a busca pelo termo “encapsulagéo e probiético” na
base de patentes WIPO, quanto aos periodos ou anos de ocorréncia dos depésitos dos
pedidos de patente.
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A busca realizada na base de dados de patentes nacionais do INPI
(Instituto Nacional de Propriedade Industrial) ndo retornou nenhum resultado
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para os termos associados “encapsulacdo e probidtico”, evidenciando a
inexisténcia de tecnologias inovadoras no pais sobre o tema em questao.

Quanto a Classificacdo Internacional de Patentes (CIP) nas bases
USPTO, EPO e WIPO, constatou-se que os documentos encontrados foram
incluidos predominantemente nas categorias: A61, A23 e C12, relativas
respectivamente, a ciéncia médica e veterinaria, ou higiene; alimentos ou
géneros alimenticios e seu tratamento; compostos organicos e sua preparacao
quimica, seguido pelas categorias: BO1 (processos ou aparelhos fisicos ou
quimicos em geral); CO7 (quimica orgéanica); AO1 (agricultura, silvicultura e
pecuaria); e B82 (nanotecnologia).

A partir desses dados, mostra-se a importancia cientifica e o pioneirismo
que as pesquisas envolvendo a goma do cajueiro em tecnologias de
encapsulacdo podem trazer para comunidade cientifica, ndo s6 nas pesquisas
para desenvolvimento de probidticos encapsulados resistentes as condi¢cbes do
trato gastrintestinal, mas também as suas acfes benéficas em organismos
Vivos.

Concluséo

A andlise dos dados demonstra dominio dos Estados Unidos em relacao
aos pedidos de patentes referentes a tecnologia de encapsulacdo de
probiéticos em diversas éareas tematicas, com destaque para indastria
alimenticia. No entanto, de acordo com a busca a goma do cajueiro ainda
aparece inexplorada para utilizagdo como agente encapsulante de células
probioticas o que reforca o carater inovador das pesquisas que envolvem 0 uso
deste polissacarideo enquanto agente encapsulante de células probioticas.

Tendo em vista as inUmeras vantagens descritas sobre a encapsulacéo
de células probidticas e dos beneficios da utilizacdo de polimeros naturais
advindos de plantas amplamente distribuidas no Brasil, como a Goma do
Cajueiro, espera-se que pesquisadores possam associar essas tecnologias,
pois € perceptivel o seu grande potencial biotecnolégico. Além disso, percebe-
se a necessidade de um maior investimento cientifico em estudos na area, uma
vez que a utilizacdo dessa técnica poderia também surgir como nova
alternativa terapéutica, e gerar um crescimento no registro de patentes, o que
contribuira para o desenvolvimento tecnoldgico do pais.

Palavras-chave: Encapsulagéo. Probidticos. Anacardiaceae.
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INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo considerados uma boa fonte na obtencéo de
novas drogas. Acredita-se que cerca de um terco dos medicamentos mais
vendidos e prescritos no mundo seja de origem natural (CALIXTO, 2003). Na
maioria dos casos, essas substancias naturais Sdo responsaveis por gerar
compostos que podem ser usados como drogas, auxiliando no tratamento de
patologias (GULLO et al., 2006).

Estudos recentes demonstram que substancias naturais que possuem
terpenos, terpendides e sesquiterpenos em seus constituintes, apresentam
uma infinidade de atividades bioldgicas significativas, dentre quais, a maior
parte se encontra principalmente em Oleos essenciais (PICHERSKY et al,
2006).

O alfa-bisabolol é um alcool sesquiterpeno proveniente do 6leo essencial
de camomila (Matricaria recutita), e pode estar presente em algumas outras
espécies. Comumente o alfa-bisabolol é utilizado na indUstria de cosméticos e
produtos dermatolégicos, porém recentemente pesquisas demonstram que o
sesquiterpeno possui ampla atividade farmacoldgica, atuando na cicatrizagao,
e nos processos anti-inflamatérios atuando na inibicdo de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a e IL-6 (MAURYA et al., 2014; ROCHA et al., 2011).

Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo realizar uma
prospeccao tecnoldgica de trabalhos e publicacdes sobre a utilizacdo do Alfa-
bisabolol, sobretudo suas aplicagbes farmacologicas anti-inflamatoérias e
cicatrizantes, uma vez que essa substancia vem sendo bastante estudada por
oferecer potencial para desenvolvimentos de novas drogas com atividades
curativas.

METODOLOGIA

No presente estudo, a prospeccao foi baseada na pesquisa de patentes.
Foram utilizadas para isso a busca destas nas bases de dados na World
Intellectual Property Organization (WIPO), Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI) , e United States Patent and Trademark Office (USPTO). A
busca foi feita utilizando a palavra-chave “Alpha-bisabolol”, “Alpha-bisabolol
and anti-inflammatory” e “Alpha-bisabolol and healing”, selecionando patentes
que apresentavam a palavra nos titulos ou resumos. Vale ressaltar que a
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pesquisa principalmente como enfoque a utilizacdo medicinal do sesquiterpeno.
Os dados foram analisados e plotados utilizando o excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando as palavras chaves que relacionavam a utilizacdo do alfa-
bisabolol em atividades farmacolégicas como atividade anti-inflamatoria e

cicatrizante, obteve-se os resultados expressos na tabelal
Tabela 1: Resultado das patentes encontradas utilizando-se as palavras-chave, em
cada base de informacéo tecnolégica.

PALAVRAS-CHAVE WIPO USPTO EPO INPI
Alpha-bisabolol 109 8 108 7
Alpha bisabolol and anti-inflammatory 2 3 0 2
Alpha bisabolol and healing 2 0 0 1

Fonte: Autoria Propria, 2016

A busca na base de dados do WIPO, retornou 109 resultados
envolvendo o termo “alpha-bisabolol. Porém deve-se observar que tais
resultados referem-se, em grande parte, a protecdo de formulacbes
farmacéuticas, com aplicacdo na area de cosméticos e tratamento de afeccbes
da pele.

No grafico 1, nota-se que a maior parte dos pedidos envolvendo o
presente termo foi registrada na Alemanha (19,26%), no Escritério Europeu de
Patentes (17,43%) e nos Estados Unidos (13,76%).

Gréfico 1 - Resultados obtidos para a busca pelo termo “alpha-bisabolol” na base de
patentes WIPO, quanto aos paises de depdsito dos pedidos de patente.
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Fonte: autoria propria (03/2016).

Os pedidos de depdsito de patente registrados nessa base envolvendo o
composto alpha-bisabolol apontam para registros a partir do ano de 2006,
tendo no ano de 2015 o maior numero de pedidos de depdsito, como mostrado
na Grafico 2.
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Gréfico 2 - Resultados obtidos para a busca pelo termo “alpha-bisabolol” na base de
patentes WIPO, quanto aos anos de ocorréncia dos depdsitos dos pedidos de patente.
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Fonte: autoria propria (03/2016)

Em uma busca orientada pela CIP, “Classificagdo Internacional de
Patentes” (Gréfico 3), observa-se que a maior proporcdo dos pedidos de
depdsito de patentes nesta base de dados para o termo alpha-bisabolol
encontra-se distribuida entre as seguintes categorias: A61 (saude, resguardo
de vidas, ciéncia médica ou veterinaria e higiene) e CO7 (quimica organica,
purificacdo, separacdo, estabilizacdo ou uso de aditivos). Assim, vé-se o
grande potencial deste no tratamento de diversas afecc¢des.

Gréfico 3. Resultados obtidos para a busca pelo termo “alpha-bisabolol” na base de
patentes WIPO, quanto a CIP.
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Fonte: autoria propria (03/2016).

Ao realizar a busca com o termo “Alpha bisabolol and anti-inflammatory”
a base retornou 2 registros relativos a republica da Coréia. Tais registros
referem-se a uma composicdo com diversos componentes como o Alpha
bisabolol, e outros extratos de vegetais e algas, que tem a funcao de proteger a
pele, reduzindo a inflamacdo, e melhorando a aparéncia da pele
(1020040049704); e a outra patente também sobre uma composi¢cao cosmética
utilizada como locdo para pele, contendo o agente anti-inflamatério alpha-
bisabolol (1019950016700). Esses resultados mostram a aplicacdo da
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atividade anti-inflamat6rio do agente pesquisado, mostrando seu grande
potencial como agente tdpico no tratamento de feridas.

Dessa forma, buscou-se também patentes relacionadas com a atividade
cicatrizante do alpha-bisabolol, haja vista que substancia que apresentam
atividade anti-inflamatdria sdo potencias cicatrizantes. A busca pelo termo
“‘Alpha bisabolol and healing” na base WIPO resultou em 1 patentes,
depositada pelo Reino Unido. Esta patente contempla uma composicao
farmacéutica contendo alpha-bisabolol, que pode ser utilizada como agente
cicatrizante em Ulceras gastricas (1391492). Desta forma, vé-se que o alpha-
bisabolol apresenta-se aplicAvel como cicatrizante em Ulceras gastricas, e que
tem grande potencial que ser utilizado em outros tipos de cicatrizagcao.

A busca na base de dados USPTO retornou 8 resultados de pedidos de
depdsito de patente utilizando o termo ‘alpha-bisabolol’. Os dados graficos
referentes aos resultados néo foram apresentados devido a baixa propor¢ao de
documentos depositados. Tais resultados referem-se a protecdo de processos
gue visam a conversao ou remocdo de substancias a partir de composicdes
contendo alfa-bisabolol, bem como processos de preparacéo e purificacdo da
referida substancia em analise. Além disso, os resultados obtidos apontam
descricbes de composi¢cOes farmacéuticas contendo alfa-bisabolol como um
estabilizante da mucosa gastrica, demostrando atividade anti-inflamatéria e
antitlcera, além de composi¢cdes cosméticas utilizadas no tratamento de acnes
e manchas na pele.

A busca realizada na base de patentes do Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI) retornou 7 resultados com o descritor “Alfa
Bisabolol”. Essas patentes sao relacionadas principalmente com a utilizagado do
composto de forma tdpica, importante para a indastria farmacéutica e
cosmética. Quanto a busca com o descritor “alfa-bisabolol e anti-inflamatério”,
resultou nas mesmas patentes presentes na base WIPO, relativos a sua
utilizacao na protecao da pele.

CONCLUSAO

Diante do que foi exposto e discutido, observa-se que ha um grande
namero de pesquisas, estudos e patentes referente ao composto alfa-bisabolol,
porém ha poucos estudos voltados para atividades anti-inflamatoria e
cicatrizante, bem como sua aplicacdo tecnologica, apesar da sua grande
disponibilidade, principalmente no Brasil, que apresenta uma vasta
biodiversidade. O composto possui um alto potencial para utilizagdo no ambito
da saude, por isso sua investigagdo para essa finalidade é também de extrema
importancia.

PALAVRAS-CHAVE: Alfa-bisabolol. Anti-inflamatério. Cicatrizante.
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Introducéo

O Phyllanthus niruri, pertencente a familia Phyllanthaceae, conhecido
popularmente como quebra-pedra, erva-pombinha, quebra-pedra verdadeiro,
quebra-pedra- roxo. Seu uso em medicina popular € como remédio para 0s
rins, a fim de eliminar pedras dos rins e para urinar mais (SIQUEIRA et al,
2012). Estudos demonstram que sua administracdo promove relaxamento dos
ureteres, que aliado a uma acdo analgésica, facilita a descida dos calculos,
geralmente sem dor nem sangramento, aumentando também a filtracdo
glomerular e a excrecdo de acido urico, justificando assim a crendice popular
(AMORAS, 2016). Sendo assim o presente trabalho objetiva avaliar a atividade
antibacteriana da Phyllanthus niruri sobre cinco bactérias patogénicas a saude
humana, De 3 estabelecimentos diferentes, sendo elas: E. coli; P. Aeruginosa;
Enterococcus; s. aureus e k. Pneumoniae.

Figura 1 — Planta Phyllanthus niruri.

Fonte: https://alchetron.com
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Metodologia

Primeiramente foi preparado o extrato aquoso na concentracao de 20%
dos 3 estabelecimentos, em seguida as bactérias ja descritas na introducao
foram semeadas em &gar mueller hinton, ao todo cinco placas cada uma com
uma bactéria. Em seguida foi feito um buraco no centro de cada meio para
inoculagao do extrato, foram adicionadas 100 ul do extrato em cada buraco e
as placas foram incubadas em estufa por 24h.

Resultados e Discussao

Devido ao crescente numero de bactérias que veem adquirindo
resisténcias aos antibidticos usuais é crescente a necessidade de buscar na
natureza por produtos naturais que possuam atividade sobre as bactérias (DOS
SANTOS et al, 2013).

Apbs as 24 horas as placas foram retiradas e analisadas, as placas
semeadas com E. coli, P. aeruginosa, Enterococcus, e k. pneumoniae nao se
observou formacéo de alo ao redor do extrato, jA na placa semeada com S.
Aureus dos 3 estabelecimetos obteve a formacdo de um alos com cerca de:
estabelecimento 1: 22 mm, estabelecimento 2: 26 mm. Estabelecimento 3: 23
mm, sendo assim, pode-se observa a inibicdo da S. aureus pelo extrato aquoso
de Phyllanthus niruri.

Tabela 1 - Principais resultados tabulados.

.~ BACTERIAS EST.1 | EST.2 EST. 3
E. coli X X X
P. aeruginosa X X X
Enterococcus X X X
k. pneumoniae X X X
S. Aureus 22 mm 26 mm 23 mm

Fonte: resultados obtidos com a partica.
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Fonte: https://es.slideshare.net

Concluséo

Das cinco bactérias analisadas apenas a S. aureaus foi sensivel ao
extrato em uso nos 3 estabelecimentos, estudos semelhantes a esse séo
importantes para se determinar se o extrato em uso tem realmente a atividade
desejada. E necessarios estudos mais profundos para se determinar a
genotoxidade e toxidade desta substancia que é culturalmente utilizada para
tratar doencgas.

Palavras-chave: antibiograma. cha de quebra-pedra. phyllanthus niruri.
Referéncias:

SIQUEIRA, S. M. et al. O QUEBRA-PEDRA E SUAS PROPRIEDADES MEDICINAIS.

CIMPLAMT- Centro de informacfes sobre medicamentos plantas

medicinais e téxicas, v. Il, ed. 11, 2012.

AMORAS, F. C. Estacéo Cientifica (UNIFAP), Editorial, v. 6, n. 1, 2016.

DOS SANTOS, Tassia Klosowski Pacheco et al. ldentificacdo e perfil

antimicrobiano de bactérias isoladas de urina de gestantes atendidas na

Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Prudentopolis, Parana. Semina:
Ciéncias Bioldgicas e da Saude, v. 33, n. 2, p. 181-192, 2013.

Rev. Interd. Cién. Saude — ISSN 2358-6966 366



https://es.slideshare.net/

Il SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potencialidades Terapéuticas

www.uifarpi.com.br/renapte

REALIZACAO:

leo de Pe: as

"
PP F' )ENppM
Nacleo de Pesquisas em Plantas Medicinais

Ur

rad -
iniversidade Federal do Piaul

APOIO:

@CAPES

Piaui

llllllllllllll

Ministéria da
Educacio

lllllllllllllll

Rev. Interd. Cién. Saude — ISSN 2358-6966



Il SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potencialidades Terapéuticas

EDIGAO
Editor-chefe
Viriato Campelo
Editores e avaliadores

Ivisson Lucas Campos da Silva
Lais Rocha Lima

Brenna Emannuella de Carvalho

Rev. Interd. Cién. Saude — ISSN 2358-6966



