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RESUMO

O uso de plantas é uma antiga forma de pratica medicinal. O Croton argyrophyllus é
uma espécie da familia Euphorbiaceae, pertencente ao género Croton. A referida
espécie € utilizada para tratar doencas cardiacas, influenza e por seu efeito
calmante, mas ainda ha poucos registros na literatura sobre suas caracteristicas que
sirvam como parametro de seguranga quanto a sua exposicdo e é conhecida
popularmente como marmeleiro branco. Avaliar a toxicidade do extrato
hidroalcodlico da entrecasca de Croton argyrophyllus em modelos experimentais.
Foram realizados os testes de Toxicidade Aguda em dose Unica, testes de atividade
genotdoxica e mutagénica (ensaio cometa e teste do microndcleo) e ensaios
citotéxicos com analises in vitro. A toxicidade aguda em dose Unica foi avaliada de
acordo com a diretriz 423 da Organizacdo para Cooperagdo e Desenvolvimento
Econémico (OECD, 2001). O ensaio cometa verificou em microscépio se houve dano
ao DNA por meio da andlise de intensidade da cauda de 100 nucledides por animal,
classificados em uma de cinco classes e verificou-se também a frequéncia de danos
(FD%) através do calculo da relagdo entre algum dano com o total de nucledides
contados. O teste de micronucleo ocorreu através da contagem da sua frequéncia,
que pode ser fator indicador de altera¢gdes cromossdmicas. Os ensaios citotoxicos
foram realizados em linhagens J774 (macréfagos), HEK (embrionaria renal) e células
tumorais S-180 (Sarcoma-180). No ensaio de toxicidade aguda ocorreram algumas
alteragées comportamentais nos animais, contudo n&do houve morte nos 14 dias de
observacdes e nem variagdo significativa de peso entre o grupo tratado e grupo
controle (p=0.14). O extrato foi avaliado como tendo baixa toxicidade. A presenca de
genotoxicidade na dose 150mg/kg de extrato e a sua auséncia na dose 300mg/kg
foram inversas aos resultados mutagénicos e pode ser justificada como um possivel
efeito de hormese. No modelo citotoxico entre células HEK-293 e extrato, foi
potencializada a viabilidade celular. O estudo citotoxico entre células J774 e o
extrato ndo demonstrou significancia estatistica. O resultado encontrado no ensaio
citotoxico entre células do tipo Sarcoma-180 em diferentes doses do extrato aponta
inibicdo da viabilidade celular do sarcoma no tempo de 24h. Diante dos achados
deste estudo, pudemos apontar o efeito antitumoral in vitro do extrato e sua baixa
toxicidade, fator que nao implica limitacdo para a continuacdo de ensaios pré-
clinicos.

Palavras-chave: Toxicidade aguda. Citotoxicidade. Genotoxicidade.



ABSTRACT

The use of plants is an ancient form of medicinal practice. The Croton argyrophyllus
is a species of the Euphorbiaceae family, belonging to the genus Croton. This
species is used to treat heart disease, influenza and its calming effect, but there are
still few reports in the literature about its characteristics that serve as a safety
parameter for its exposure and is popularly known as white quince. To evaluate the
toxicity of the hydroalcoholic extract of Croton argyrophyllus in the experimental
models. Single-dose acute toxicity tests, genotoxic and mutagenic activity tests
(comet assay and micronucleus test) and cytotoxic assays were performed with in
vitro assays. Acute single-dose toxicity was assessed according to the Organization
for Economic Cooperation and Development (OECD, 2001) guideline 423. The
comet assay microscopically checked for damage to the DNA by tail intensity
analysis of 100 nucleoids per animal, classified into one of five classes and the
frequency of damage (FD%) was also verified by calculating the relationship between
some damage with the total number of TML dides counted. The micronucleus test
occurred by counting its frequency, which may be a factor indicative of chromosomal
changes. Cytotoxic assays were performed on J774 (macrophages), HEK (renal
embryonic) and S-180 (Sarcoma-180) tumor cells. In the acute toxicity test, there
were some behavioral changes in the animals; however, there was no death in the
14 days of observations and no significant variation in weight between the treated
group and the control group (p = 0.14). The extract was assessed as having low
toxicity. The presence of genotoxicity at the dose 150mg / kg extract and its absence
at the 300mg / kg dose were inversely related to the mutagenic results and may be
justified as a possible hormone effect. In the cytotoxic model between HEK-293 cells
and extract, cell viability was potentiated. The cytotoxic study between J774 cells and
the extract did not show statistical significance. The result found in the cytotoxic
assay between Sarcoma-180 cells at different doses of the extract indicates inhibition
of the cellular viability of the sarcoma in the time of 24h. In view of the findings of this
study, we could point out the in vitro antitumor effect of the extract and its low toxicity,
a factor that does not imply limitation for the continuation of preclinical tests.

Keywords: Acute toxicity. Cytotoxicity. Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Uma planta é considerada medicinal quando todo ou uma parte da espécime
contém substancias com atividade terapéutica, embora desde 1977 a OMS tenha
incentivado o estudo dessas plantas, apenas em 2006 o Ministério da Saude
Brasileiro aprovou, por meio da Portaria n® 971, a Politica Nacional de Praticas
Integrativas (PNPIC) (BRASIL, 2010; YUNES; CECHINEL FILHO, 2001).

No contexto de biodiversidade brasileira, o género Croton (Euphorbiaceae)
compreende em torno de 1.000 espécies largamente distribuidas e nativas da
Regidao Nordeste do Brasil. Muitas destas espécies sao utilizadas na medicina
popular para o tratamento de inflamacdes, infec¢cdes de feridas, hipertensao,
ulceras, cancer, reumatismo e malaria (AGRA et al., 2007, 2008; BIGHETTI et al.,
1999; BURKE et al, 1981; HIRUMA-LIMA et al, 2002; MARINI BETTOLO;
SCARPATI, 1979; PERES et al., 1998).

A espécie botanica Croton argyrophyllus é uma planta da familia
Euphorbiaceae, nativa da regido nordeste do Brasil (SANTOS et al., 2013),
conhecida como marmeleiro branco . Embora, seja utilizado pela sabedoria popular
para algumas finalidades terapéuticas, tais como tratamento para doencas
cardiacas, influenza, tranquilizante (ALBUQUERQUE et al., 2007; COMPAGNONE
et al, 2010) e, também, como agente inseticida (CRUZ, 2016), ainda ha
necessidade de aprofundamento sobre suas caracteristicas para o desenvolvimento
de novos medicamentos, pois algumas plantas em determinadas concentragdes ou
diferentes modos de preparo podem causar algum tipo de toxicidade.

A avaliacdo da toxicidade é realizada com a finalidade de determinar o
potencial de substancias causarem danos a saude do homem. Testes que avaliam a
toxicidade sistémica aguda sdo empregados para classificar substancias de acordo
com o seu potencial de toxicidade ou letalidade (VALADARES, 2006).

Alguns tipos de estudos toxicolégicos in vivo englobam ensaios de toxicidade
aguda, toxicidade subcronica, toxicidade crénica, abordando aspectos como
mutagenicidade, embriofetotoxicidade, alteracdes de fertilidade, carcinogenicidade e
inducado de dependéncia (VILAS BOAS, 2006).
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Os modelos experimentais, in vitro e in vivo, sdo de grande relevancia para a
obtencao de dados sobre a toxicidade de uma droga em estudo (TALMADGE et al.,
2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicagdo do extrato hidroalcodlico da entrecasca de Croton
argyrophyllus em modelos experimentais genotdxico, mutagénico e de
citotoxicidade.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a toxicidade aguda do extrato hidroalcodlico da entrecasca de Croton
argyrophyllus;

e Investigar a atividade genotéxica do extrato hidroalcodlico da entrecasca de
Croton argyrophyllus;

e Avaliar a atividade mutagénica do extrato hidroalcodlico da entrecasca de
Croton argyrophyllus;

e Estudar a atividade citotdxica do extrato hidroalcodlico da entrecasca de
Croton argyrophyllus.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Familia Euphorbiacea

A familia Euphorbiaceae esta presente nas regides tropicais e
temperadas de todo o mundo com um total de 8.000 espécies, distribuidas em 317
géneros. Estes estdo reunidos em 49 tribos e cinco subfamilias, de acordo com o
sistema de classificacdo proposto por Webster (1994).

Sao vegetais de habito bastante diversificado, variando de ervas, subarbustos
e arvores a trepadeiras, ocasionalmente suculentas, com folhas inteiras ou partidas,
comumente com estipulas, latescentes ou nao. Investigacdes floristicas apontam
que no Brasil a familia € uma das mais abastadas em niamero de espécies, em torno
de 1.000 divididas em cerca de 80 géneros e com presenca em formacdes
vegetacionais chamadas caatinga (BARROSO et al., 1991; CARNEIRO et al., 2002;
CORDEIRO, 1995; HARLEY; SIMMONS,1986; JUDD et al., 1999).

Sua importancia econébmica se da especialmente na alimentacdo humana,
producédo de latex e 6leos, e ainda na medicina popular. Um exemplo de utilizacao
na alimentacdo no Nordeste brasileiro é Manihot esculenta Crantz, da qual se extrai
a farinha de mandioca. A extracdo do latex para a producédo de borracha natural
foram muito utilizadas as espécies dos géneros Hevea Aublet, conhecida
popularmente como seringueira. Oleos extraidos de espécies de Croton L. e
Jatropha L., sdo utilizados em mistura de combustiveis (ALLEM; IRGANG, 1975;
BRAGA, 1976; MORAES, 1981).

Na medicina popular, varias espécies da familia Euphorbiaceae tém sido
utilizadas com diversas finalidades, mas ha relatos de que parte das espécies desta
familia é toxica e causa intoxicacdo em humanos em varias partes do mundo
(CALIXTO, 1984; OLIVEIRA, 2003). De acordo com Oliveria (2007), os casos de
intoxicacbes com Euphorbiaceae corresponderam a uma parcela significativa (22%)
dos casos de intoxicacdes por vegetais registrados na Unidade de Emergéncia do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, porém nao foram registrados casos graves
envolvendo coma ou 6bito por envenenamento. Corroborando a necessidade de

mais estudos toxicologicos de tais espécies para garantir sua seguranga para uso.
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3.2 Género Croton

A expressiva relevancia econémica do género Croton esta alicercada em seu
conteldo de Oleos essenciais e diversas substancias ativas como terpendides,
flavondides e alcalbides. Esses 6leos apresentam varias atividades biolégicas como:
antimicrobiana, antiinflamatéria, antisséptica, antifungica, além de serem utilizados
na medicina popular contra gastrite, azia, ma digestao e como cicatrizante (SILVA,
2010; VUNDA, 2011).

O género Croton é um grupo de grande significancia dentro do ecossistema
do planeta, pois muitas de suas espécies sado pioneiras, colonizando locais
perturbados, a titulo de exemplo: beira de estradas, margem de rios e clareiras de
matas. Essa particularidade ocorre, especialmente, em funcao da producédo massiva
de flores e frutos durante grande parte do ano, facilitando sua reproducao para
recuperacao de areas degradadas (LIMA; PIRANI, 2008).

Dentre as espécies presentes no Brasil, 68 ocorrem no bioma caatinga, como
ainda em areas de brejos de altitude do estado da Bahia, assim como em outras
partes do Nordeste e sdo usadas na medicina popular no tratamento de inflamacdes,
Ulceras e hipertensao (BIGHETTI et al., 1999; CARNEIRO-TORRES et al., 2011).

3.3 Croton e suas atividades bioldgicas

O Croton representa importante potencial econémico para a indudstria
farmacéutica devido aos seus diversos metabdlitos secundarios, como alcalbides,
flavonodides e terpendides (PAYO et al., 2001; RIZSCK 1987).

Estudos demonstram que varias espécies de Croton apresentam atividade
antioxidante como Croton lechleri (LOPES; LOPES et al., 2004). Além de atividades
antimicrobiana, antifungica, antillcera, dentre outras. A seguir sdo descritas as

principais atividades biologicas de dadas espécies de Croton (Quadro 1).
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Quadro 1 - Algumas espécies de Croton e suas atividades bioldgicas

Planta

Atividade bioldgica

Referéncia

Croton adamantinus

Antiflamatério  tépico e

MENDES e XIMENES, 2015.

sistémico

Atividade citotoxica / | HORGEN et al., 2001 / MORAES
Croton argyratus _

antitumoral et al., 1997
Croton Atividade antioxidante /| MORAIS et al. 2006 / FORTES e
argyrophylloides atividade antimicrobiana GUEDES 2006

Atividade antifangica /| MISHRA, DUBEY e MISHRA,

Croton
bonplandianum

atividade antimicrobiana

19983 / GANGA RAO e RAGA
SUDHA, 2009

Croton cajucara

Atividade

atividade antifungica

antitlcera /

HIMURA-LIMA et al, 1999 /
MATOS 1999 e SOUZA et al
2006

Croton campestris

Atividade antibacteriana

MATIAS et al., 2010

Croton cascarilloides

Atividade antitumoral

MORAES et al., 1997

Croton cordifolius

Antinociceptivo, antioxidante

e antinflamatério

NOGUEIRA, 2014.

Croton eluteria

Atividade antiviral

MAY e WILLUHN, 1978

Croton flavens

Atividade carcinogénica

HECKER et al., 1982

Croton hieronymi

Atividade antitumoral

MORAES et al., 1997

Croton insularis

Atividade antitumoral

MORAES et al., 1997

Croton lechleri

Atividade
atividade antitumoral

antibacteriana

CHEN, CAl e PHILLIPSON, 1994
/ MORAES et al., 1997

Croton nepetaefolius

Atividade hipotensiva

BHAKUNI et al., 1971

Croton oblongifolius

Atividade antihepatotéxica

AHMED et al.,2002

Croton palanostigma

Atividade antitumoral

MORAES et al., 1997

Croton polyandrus

Atividade antifungica em

cepas de Candida.

FERNANDES, H. M. B., 2012.

Croton regelianus

Atividade antitumoral contra

sarcoma modelo murino 180

BEZERRA et al., 2009

Croton

rhamnifolioides

Atividade

muscular

relaxante

RANDAU et al., 2002
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Croton rhamnifolius

Atividade

muscular

relaxante

RANDAU et al., 2002

Croton sonderianus

Atividade antimoluscicida

ROUQUAYROL et al., 1980

o Atividade mutagénica | LEE et al., 1987 / MORAES et al.,
Croton tiglium o _
/atividade antitumoral 1997
Atividade  analgésica /| PERES et al.,1998 /

Croton urucurana

atividade citotdxica contra
linhagens de células
cancerigenas e
antimicrobiana, antioxidante

e efeito herbicida

SIMIONATTO et al., 2009

Croton zambesicus

Atividade vaso relaxante /
atividade antibacteriana /

atividade antitumoral

BACCELLI et al., 2010 / AJAYI e
AKINTOLA, 2010 / MORAES et
al., 1997

Croton zehntneri

Atividade

musculo

relaxante  do
liso / atividade
antibacteriana / acao

antioxidante

COELHO-DE-SOUZA, CRIDDLE

E LEAL-CARDOSO, 1998 /
COSTA et al, 2008 e
RODRIGUES et al, 2009 /

MORAIS et al., 2006

Fonte: Adaptado de Medeiros (2012).

3.4 Metabdlitos secundarios encontrados no género Croton

Os compostos secundarios tém sido utilizados por séculos em diversas

finalidades, entre elas o uso na producdo de medicamentos. Os metabdlitos

secundarios sao normalmente classificados através das vias biosintéticas, e incluem

os compostos fendlicos, terpenos, alcaléides, cumarinas, esteréides, flavondides,

glicosideos cardioativos, lignanas, 6leos essenciais, saponinas, triterpenos, entre

outros. Os métodos habitualmente utilizados para a extracdo, isolamento e

purificacdo dos constituintes quimicos dos extratos e O6leos essenciais sao 0s

métodos cromatograficos e da prospeccao fitoquimica (CROTEAU et al., 2000;
FIRN; JONES, 2003; SIMOES et al., 1999).
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As principais substancias encontradas no género Croton sédo diterpenos do
tipo cloredano. Estruturalmente sdo diterpenos com a presenca de anéis furano.
Mais de 800 diterpenos ja foram isolados, com um numero significante deles
apresentando atividades bioldgicas tais como antibidtica, antitumoral, inseticida,
antiinflamatéria, antinociceptiva, hipoglicémica, antitlcera e cardiovascular (MACIEL
et al., 1998; SILVA et al., 2005).

No estudo de Costa et al. (2012) a prospeccao fitoquimica do extrato
etanodlico do caule de Croton argyrophyllus demonstrou a presencga de acidos fixos
fortes, flavonondis e triterpendides. Os flavonondis sdo constituintes quimicos com
elevada propriedade antitumoral, antiinflamatéria e antibacteriana. Ja os
triterpenoides apresentam potente efeito inseticida. A Figura 1 demonstra a estrutura

quimica de algumas das substancias isoladas de Croton.

Figura 1 — Exemplos de algumas substéncias isoladas de espécies de Croton
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Fonte: (MEDEIROS, 2012).

Avaliando a importancia do género Croton e sua gama de constituintes
quimicos, nota-se a necessidade da realizagdo de estudos mais aprofundados,

envolvendo inclusive o seu potencial de toxicidade.
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3.5 Espécie Croton argyrophyllus Kunth

A espécie Croton argyrophyllus foi descrita pela primeira vez em 1817 (Bonpl.
E Kunth). Largamente distribuida em ambientes semi-aridos da América do Sul
(Brasil, Colémbia, Bolivia e Venezuela), é nativa da regidao sudoeste da Bahia e
facilmente encontrada no bioma caatinga. No Brasil esta mais localizada nas
Regides Norte (Roraima e Rondénia) e Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Piaui e Sergipe), em vegetacbes de caatinga e cerrado. Muito
observada em areas sob grandes perturbacoes, devido a sua facilidade de
reproducao e dispersdo, caracteristicas essas que fazem dela uma das pioneiras
tipicas da caatinga e que tende a dominar os primeiros estagios de regeneracao
(CARNEIRO-TORRES et al., 2002; GOMES, 2006; PEREIRA et al., 2001; SILVA et
al., 2010).

A flor ou folha dessa planta tem sido utilizada popularmente para tratar
doencas cardiacas e influenza, também para efeito calmante. E uma planta
arbustiva de 1,6 a 5m de altura, amplamente distribuida em ambientes semiéaridos,
em solos arenosos e argilosos de vegetacao semidecidual a decidual. Em campo é
de facil reconhecimento devido coloracao prateada da face abaxial de suas folhas,
devido ao adensamento dos tricomas lepidotos, prateados. (ALBUQUERQUE et al.,
2007; COMPAGNONE et al., 2010; GOMES; SALES; MELO, 2010; SILVA, 2009).
Sua classificagdo taxondmica encontra-se descrita a seguir no Quadro 1.

Quadro 2 - Classificagdo taxonémica da espécie Croton argyrophyllus

Classificacao Cientifica
Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Subfamilia: Crotonoideae
Género: Croton
Espécie: Croton arggyrophyllus Kunth

Fonte: (SILVA et al., 2010).
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3.6 Avaliacao de toxicidade (OECD)

Testes que avaliam a toxicidade sistémica aguda sdao empregados para
classificar substancias de acordo com o seu potencial de toxicidade ou letalidade.
Os estudos toxicologicos realizados em animais de laboratério e sob condi¢des
previamente planejadas, possibilitam definir possiveis efeitos de tais substancias em
seres expostos as mesmas (BARROS; DAVINO, 2003).

A Organizacao para Cooperacado Econémica e Desenvolvimento (OECD) em
1981, incorporou o teste da dose letal mediana (DL50) e criou a diretriz 401, que
recomendou a reducdo de animais, empregando apenas 30 para a avaliacdo da
toxicidade oral aguda de um novo agente quimico. Na década de 90 a (OECD) criou
trés métodos para a determinacdo da DL50: o teste de dose fixa, o método de
toxicidade aguda de classe e o método up and down (BOTHAM, 2004).

Visando a aceitagao internacional desses 3 métodos e a eliminagao definitiva
da diretriz 401, a OECD promoveu uma série de reunides com especialistas entre
1998 e 2000, resultando na revisdo das diretrizes 420, 423 e 425, além de um
documento para o uso e interpretagcdo de métodos alternativos de avaliagdo de
toxicidade (VALADARES, 2006).

Desde 2000, o grupo de trabalho da OECD concluiu que a OECD diretriz 401
seria eliminada e as diretrizes 420, 423 e 425, foram revisadas, adotadas e
recomendadas. O quadro 2 demonstra as diferencas entre os métodos das diretrizes
420, 423 e 425 da OECD.

Quadro 3 - Principios dos 3 métodos de avaliagao da toxicidade aguda oral

Dose Fixa Classe Toéxica “Up and Down”
Nivel da | Dose fixa de 5, 50, 300, | Dose fixa de 5, 50, | Dose inicial
dose 2000mg/kg. 5 animais | 300, 2000mg/Kg. 3 | estimada

por dose. animais por dose. | (175mg/Kg), fator

de progressdao de
3,2, 1 animal.

Principio Identificar a menor dose | Identificar a menor | Estimar a DL50.
que cause toxicidade | dose que cause
evidente. mortalidade.
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Dados
Obtidos

Faixa estimada da DL50,
de

aguda. Orgéo alvo.

sinais toxicidade

Faixa estimada da
DL50, de

toxicidade aguda.

sinais

Orgao alvo.

a DL50,
de

toxicidade aguda.

Estimar

sinais

Orgao alvo.

Fonte: (VALADARES, 2006).

Em 2002, em associacdo com a ICCVAM (Interagency Coordenation
Committee on the Validation of Alternative Methods) e US-EPA (United States-
Enviromental Protection Agency) o teste da DL50 foi finalmente eliminado

(VALADARES, 2006).

3.7 Mutagenicidade e genotoxicidade

A importancia de testes mutagénicos se da através da analise de possiveis
alteracées permanentes transmissiveis, quantitativas ou estruturais, que podem
ocorrer no material genético estudado. O estudo da genotoxicidade é ainda mais
vasto e refere-se aos efeitos potencialmente nocivos ao material genético, entretanto
estes ndo sdo obrigatoriamente associados a mutagenicidade (ZAMITH, 2015).

Denomina-se como agente mutagénico os casos em que a lesdo é fixada,
provocando alteracdes hereditarias (mutacdes), capazes de se perpetuar nas células
filhas no processo de replicagdo (WHITE; RASMUSSEN, 1998). Ainda que
acontecam mutacoes espontaneas, a maior parte delas € ocasionada por agentes
fisicos, quimicos ou biologicos, aos quais 0os seres humanos e outros organismos
podem ter contato (CALVIELLOA et al., 2005).

O teste do micronucleo in vitro € um exemplo de teste de mutagenicidade que
pode ser complementado com o ensaio cometa (eletroforese em gel de células
individuais) que é classificado como indicador, utilizado para esclarecimento de
resultados positivos (ZAMITH, 2015).

Este ensaio foi inicialmente desenvolvido em eritrocitos de medula éssea de
camundongos. O micronucleo é assinalado no momento da divisdo celular, podendo
decorrer a partir da quebra de cromossomos com fragmentos acéntricos ou de
cromossomos inteiros, que nao sao capazes de migrar para os poélos celulares
durante o processo mitético (FENECH, 2000; SCHMID, 1976).
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O teste de micronucleo tem sido diversamente utilizado em testes de
genotoxicidade, pelo fato dos micronucleos serem facilmente visualizados nos
eritrécitos e serem potentes indicadores para avaliacdo de aberracoes
cromossémicas (CAMPANA et al., 2003). O teste fundamenta-se na ampliagdo da
frequéncia de eritrécitos policromaticos com microndcleos, aplicando-se para tal
observacado, células de mamiferos (sangue periférico) de animais tratados. Esse
modelo experimental se aplica como teste de screening nos estagios iniciais de
formulacdo de drogas farmacéuticas, com o intuito de apontar substancias que
demonstram resultados positivos em ensaios de aberragbes cromossdmicas in vitro
(PHELPS; GARRIOTT; HOFFMAN, 2002).

Ja 0 ensaio cometa é uma das técnicas utilizadas para avaliacdo de
danos no DNA. Este teste é capaz de revelar genotoxicidade, devido a sua
capacidade de detectar lesGes pré-mutagénicas. As células com dano aumentado no
DNA mostram um aumento na migracédo de DNA cromossomal do ndcleo em direcéao
ao anodo, que fica com aparéncia de um cometa. (KAMMANN et al., 2001; SPEIT;
HARTMANN, 1999).

O procedimento para realizacdo do ensaio cometa € simples: as células sao
inclusas em gel sobre uma lamina de microscopia, que passa por uma corrente
elétrica e, devido ao DNA ter carga negativa, se este estiver rompido (clastogénese),
migra para a area externa do nucleo, se assemelhando a um cometa ou cauda. O
DNA quando nao esta rompido ou quebrado fica retido no nucleo por ser muito
grande (SILVA et al., 2003).

3.8 Citotoxicidade

As fontes naturais para tratamento do céncer ainda estdo disponiveis em
abundancia e oferecem as melhores possibilidades de encontrar substancias de
interesse terapéutico (COSTA-LOTUFO, 2009).

Os tumores malignos sao responsaveis por uma crescente e significativa cifra
de pacientes em nivel mundial, sendo a segunda causa de morte da populagao do
planeta (SRIVASTAVA, 2005).

O ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro teste para avaliar a

biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos e
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depois de comprovada a sua nao toxicidade (International Standard Organization —
ISO 10993).
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RESUMO

O uso de plantas é uma antiga forma de pratica medicinal. O Croton argyrophyllus é
uma espécie da familia Euphorbiaceae, pertencente ao género Croton. A referida
espécie é utilizada popularmente para tratar doencas cardiacas, influenza e por seu
efeito calmante, mas ainda ha poucos registros na literatura sobre suas
caracteristicas que sirvam como parametro de seguranga quanto a sua exposicao.
OBJETIVO: Avaliar a toxicidade do extrato hidroalcodlico da entrecasca de Croton
argyrophyllus em modelos experimentais. Foram realizados os testes de Toxicidade
Aguda em dose Unica, testes de atividade genotdxica e mutagénica (ensaio cometa
e teste do micronucleo) e ensaios citotéxicos com analises in vitro. METODOLOGIA:
A toxicidade aguda em dose Unica foi avaliada de acordo com a diretriz 423 da
Organizacao para Cooperagdao e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2001). O
ensaio cometa verificou em microscépio se houve dano ao DNA por meio da analise
de intensidade da cauda de 100 nucledides por animal, classificados em uma de
cinco classes e verificou-se também a frequéncia de danos (FD%) através do calculo

da relacdo entre algum dano com o total de nucledides contados. O teste de
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micronucleo ocorreu através da contagem da sua frequéncia, que pode ser fator
indicador de alteracées cromossémicas. Os ensaios citotoxicos foram realizados em
linhagens J774 (macréfagos), HEK (embrionaria renal) e células tumorais S-180
(Sarcoma-180). RESULTADOS: No ensaio de toxicidade aguda ocorreram algumas
alteragbes comportamentais nos animais, contudo ndo houve morte nos 14 dias de
observacdes e nem variagdo significativa de peso entre o grupo tratado e grupo
controle (p=0.14). O extrato foi avaliado como tendo baixa toxicidade. A presenca de
genotoxicidade na dose 150mg/kg de extrato e a sua auséncia na dose 300mg/kg
foram inversas aos resultados mutagénicos e pode ser justificada como um possivel
efeito de hormese. No modelo citotoxico entre células HEK-293 e extrato, foi
potencializada a viabilidade celular. O estudo citotéxico entre células J774 e o
extrato ndo demonstrou significancia estatistica. O resultado encontrado no ensaio
citotéxico entre células do tipo Sarcoma-180 em diferentes doses do extrato aponta
inibicdo da viabilidade celular do sarcoma no tempo de 24h. CONCLUSOES: Diante
dos achados deste estudo, pudemos apontar o efeito antitumoral in vitro do extrato e
sua baixa toxicidade, fator que ndo implica limitacdo para a continuacdo de ensaios

pre-clinicos.

Palavras-chave: Toxicidade aguda. Citotoxicidade. Genotoxicidade.
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ABSTRACT

The use of plants is an ancient form of medicinal practice. The Croton argyrophyllus
is a species of the Euphorbiaceae family, belonging to the genus Croton. This
species is popularly used to treat heart disease, influenza and its calming effect, but
there are few records in the literature about its characteristics that serve as a safety
parameter for its exposure. PURPOSE: To evaluate the toxicity of the hydroalcoholic
extract of Croton argyrophyllus in the experimental models. Single-dose acute toxicity
tests, genotoxic and mutagenic activity tests (comet assay and micronucleus test)
and cytotoxic assays were performed with in vitro assays. METHODOLOGY: Acute
single-dose toxicity was assessed according to the Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD, 2001) guideline 423. The comet assay
microscopically checked for damage to the DNA by tail intensity analysis of 100
nucleoids per animal, classified into one of five classes and the frequency of damage
(FD%) was also verified by calculating the relationship between some damage with
the total number of TML dides counted. The micronucleus test occurred by
counting its frequency, which may be a factor indicative of chromosomal changes.
Cytotoxic assays were performed on J774 (macrophages), HEK (renal embryonic)
and S-180 (Sarcoma-180) tumor cells. RESULTS: In the acute toxicity test, there
were some behavioral changes in the animals; however, there was no death in the
14 days of observations and no significant variation in weight between the treated
group and the control group (p = 0.14). The LD50 was considered to be LD50> 5000
mg / kg and the extract was assessed as having low toxicity. The presence of
genotoxicity at the dose 150mg / kg extract and its absence at the 300mg / kg dose
were inversely related to the mutagenic results and may be justified as a possible
hormone effect. In the cytotoxic model between HEK-293 cells and extract, cell
viability was potentiated. The cytotoxic study between J774 cells and the extract did
not show statistical significance. The result found in the cytotoxic assay between
Sarcoma-180 cells at different doses of the extract indicates inhibition of the cellular
viability of the sarcoma in the time of 24h. CONCLUSIONS: In view of the findings of
this study, we could point out the in vitro antitumor effect of the extract and its low

toxicity, a factor that does not imply limitation for the continuation of preclinical tests.

Keywords: Acute toxicity. Cytotoxicity. Genotoxicity.
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais € muito comum a populacdo e o Croton
argyrophyllus é uma espécie empregada para diversos tratamentos, mas, contudo
h& poucos registros na literatura sobre suas caracteristicas de toxicidade que sirvam
como parametro de seguranga quanto a sua aplicacéo.

Muitas plantas ainda sdo empregadas com base apenas no conhecimento
passado através das geracoes (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006). Portanto, é de
grande valia o estudo cientifico acerca da segurangca no uso medicinal do Croton
argyrophyllus, avaliando suas atividades, caracteristicas e potencial toxicolégico a
nivel fisioldégico, morfolégico e genético.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nos laboratérios de quimica do departamento de
antibiéticos UFPE - Recife, laboratério Farmacia Viva e laboratérios de
Biodiversidade e Biotecnologia de Farmacos UFPE — CAV.

Material botanico

Foram coletados galhos da espécie Croton argyrophyllus Kunth (figura 2.1) na
Unidade de Conservacdo do dominio do Atlantico do Vale do Catimbau, Buique —
PE, na regido da Pedra do Cachorro, sob as coordenadas de numero 8° 30° 57” S
372 20° 59” 0 e encaminhadas ao Herbario do Instituto de Agronémico de
Pernambuco (IPA) sob a exsicata 93723.
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Figura 2 - Croton argyrophyllus Kunth

2

Fonte: Photographer: P.E. Berry1.
Preparo do extrato hidroalcoodlico seco de Croton argyrophyllus

Para o preparo do extrato hidroalcodlico foi utilizada a espécie Croton
argyrophyllus. Apds a coleta e limpeza dos galhos, foi removida a entrecasca com
auxilio de material cortante. Essa entrecasca foi congelada, pesada e triturada.
Como solventes foram acrescidos agua destilada e alcool respectivamente, sob as
proporcdes de 30% e 70%. Em seguida esse material foi agitado por trés horas em
mesa agitadora, filtrado e levado ao rotaevaporador (figura 2.2) para a separagéao do
solvente. E o material obtido foi congelado a -20 °C e liofilizado (figura 2.3).

! Disponivel em:
<http://www.cria.org.br/eventos/tdbi/flora/presentations/PaulBerry/crotonFB/Pages/HBK%20Holotypes%20P
/c-argirophyllus-P.html>
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Figura 3 - Rotaevaporador

Fonte: Autor (2017).

Figura 4 - Liofilizacao do extrato de Croton argyrophyllus

Fonte: Autor (2017).

Posteriormente ao processo de liofilizacdo, o material resultante foi
acondicionado em um béquer e mantido sob refrigeracao no laboratério de quimica
de produtos naturais, sob orientagcao do professor Dr. Rafael Matos Ximenes.

Experimentos in vivo
Os experimentos que utilizaram animais tiveram proposta submetida e

aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE) sob o processo n® 23076.012460/2017-59 em reunidao em
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07/06/2017, por estar de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). Foram
liberados para essa pesquisa cientifica um total de 102 camundongos Swiss (25-35
g), adultos, machos e fémeas, originarios do Biotério do Departamento de
Antibi6ticos (UFPE) no periodo de vigéncia de junho de 2017 a abril de 2018.

Toxicidade Aguda em dose unica (14 dias)

A avaliacdo da toxicidade aguda tem por finalidade apontar as reagdes
adversas em curto prazo apds a administracdo de um composto. Os testes para
determinar toxicidade aguda podem ser definidos como os efeitos adversos que
acontecem dentro de um periodo de 24 horas apds a administracdo de uma unica
dose ou de doses multiplas (BARROS e DAVINO, 2003).

A toxicidade aguda foi avaliada de acordo com a diretriz 423 da Organizacao
para Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2001). De forma que os
camundongos Swiss foram separados em dois grupos, denominados grupo teste
(GT) e grupo controle (GC), cada um com trés fémeas, tendo inicialmente 60 dias de
vida. Os animais de GT receberam, por via oral, uma dose Unica de extrato
hidroalcodlico preparado a base de entrecasca de Croton argyrophyllus na
quantidade de 1mL/100g de peso, correspondendo a uma dose de 2000mg/Kg,
como preconizado pelo protocolo experimental Guideline 423 da OECD (OECD,
2001), para o teste de toxicidade oral aguda. Os animais de GC receberam via oral,
em dose Unica, 1mL/100g de peso em solugéo de cloreto de sédio 0,9%. Os animais
sofreram privagdo da alimentacao por duas horas antes do experimento ser iniciado
e por mais duas horas apds a administracdo do extrato hidroalcodlico e da solugcéo
de cloreto de sodio 0,9%. O periodo total de observacdo apds administracdo da
dose Unica foi de 14 dias.

A toxicidade aguda em dose Unica no GC e no GT foi avaliada pelos

seguintes parametros:

a) Consumo de agua e racao
Foi ofertada diariamente 200mL de agua por grupo € 100g de ragao labina.

As observagdes foram realizadas diariamente até o 14° dia no mesmo horario (15h).
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b) Avaliacao Ponderal
Todos os animais foram pesados em balanca digital antes da administragao
do extrato ou solucao fisiolégica (M0Od) e diariamente durante os 14 dias (M14d)

apds exposicao.

c) Avaliacao das reacoes comportamentais (Screening Hipocratico)

A avaliacao das principais reagdes comportamentais ou Screening hipocratico
oferece uma estimativa geral de natureza farmacoldgica e toxicolégica de uma
substancia desconhecida a respeito de: estado consciente e disposicao (I), atividade
e coordenacdo do sistema motor (ll), reflexos (lll), atividades sobre o sistema
nervoso central (IV) e sistema nervoso autdbnomo (V) (MALONE e ROBICHAUD,
1962; MALONE, 1983). O ensaio foi realizado com 0s grupos acima descritos, nos
tempos 30 minutos, 1, 2, 4, 24 e 48 horas apds a administracao das amostras.

d) Avaliacao dos Parametros Hematolégicos e Bioquimicos

No eritrograma foi realizada a contagem de plaguetas e de hemacias, a
determinacao do hematécrito, da hemoglobina, do VCM-volume corpuscular médio,
da HCM-hemoglobina corpuscular média, e da CHCM-concentragdo da hemoglobina
corpuscular média. No leucograma contaram-se os leucécitos e fez-se a contagem
da diferenciacdo celular. Essas determinacdes foram realizadas no analisador
celular COBAS ARGOS 50 ROCHE.

Atividades genotdéxica e mutagénica

Um total de 20 camundongos Swiss machos foi dividido aleatoriamente em quatro
grupos experimentais, sendo: G1 (grupo controle negativo, que recebeu 0,5mL de
agua destilada), G2 (grupo controle positivo, que recebeu 20mg/Kg de
ciclofosfamida), G3 (grupo que recebeu a dose de 150mg/Kg de extrato de
entrecasca de Croton argyrophyllus) e G4 (grupo que recebeu a dose de 300mg/Kg
de extrato de entrecasca de Croton argyrophyllus). A distribuicdo dos camundongos
foi realizada igualmente (n= 5 por grupo) com animais adultos tendo 90 dias de vida,
que receberam via gavagem as concentracdes do extrato da entrecasca de Croton
argyrophyllus, ou ciclofosfamida como agente mutagénico (grupo controle positivo)
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ou apenas agua destilada (grupo controle negativo) veiculo no qual os extratos
foram dissolvidos.

Foi coletada uma amostra Unica de 1mL sangue de origem retro orbital de
cada animal 48 horas apds o tratamento, estando estes anestesiados com
quetamina (100 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) através de via intraperitoneal, para
realizacdo do teste de micronucleo e do ensaio cometa. Os camundongos foram
eutanasiados por aprofundamento anestésico (300 mg/Kg de quetamina e 30 mg/Kg

de xilazina).

a) Ensaio Cometa

Inicialmente, 15 pyL do sangue coletado foi homogeneizado com 100 uL de
agarose de baixo ponto de fusao, que foi aplicada em laminas cobertas previamente
por agarose padrdo. Estas laminas entao foram cobertas com laminulas e levadas
para o refrigerador (temperatura de 4 °C) por um periodo de 10 minutos. Apds o
resfriamento, as laminulas foram retiradas e as laminas depositadas em cubas (sem
exposicao a luz) com solucao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM TRIS, 1%
Triton X-100, DMSO 10%, com pH 10). Passadas 48 horas na solucao de lise, as
laminas passaram por eletroforese em uma cuba horizontal contendo solucédo
tampao alcalino (1M NaOH e 200mM sal dissédico EDTA, pH 13) por 20 minutos,
com corrente de + 300 mA e diferenca de potencial de 32V. As laminas utilizadas no
controle positivo foram aplicadas por 10 minutos em uma solucdo de perdxido de
hidrogénio a 200mM, diluido no tampao de eletroforese em meio aos procedimentos
de lise e eletroforese. Passado esse periodo, o tampao de eletroforese foi
substituido por um novo e seguido o protocolo convencional do ensaio cometa.
Depois da etapa de eletroforese, as laminas foram neutralizadas durante 15 minutos
em tampao Tris- HCI0,4 M, pH 7,5, e fixadas durante 5 minutos em alcool absoluto.
Para a revelacao, todas as laminas foram coradas com 30uL de solu¢do de brometo
de etidio (0, 002%, p/v). A analise foi feita em microscépio de fluorescéncia (Zeiss-
Imager, M2), com objetiva de 40X, utilizando o filiro Alexa Fluor 546. Foram
analisados 100 nucledides por camundongo, verificando-se a relacao entre o
comprimento da cauda e o tamanho da cabeca do cometa. Todos nucledides
analisados foram classificados em uma das cinco classes: 0 (a- sem dano); 1 (b-
pouco dano aparente); 2 (c- dano médio); 3 (d- dano médio com cauda mais longa);

e 4 (e- dano maximo).
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Figura 5 - Relag&o de danos ao DNA com scores atribuidos para o ensaio cometa

Score 0 Score 1 Score 2 Score 3 Score 4

Fonte: (GOMES et al., 2015).

Desta forma, os valores obtidos para cada individuo podem variar de 0
(totalmente intacta: 100 células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4); este
valor € nomeado como indice de dano (ID) por animal. Assim, o ID foi calculado da

seguinte forma:

ID total = 0 (n°® de cometas classe 0) + 1 (n® classe 1) +2 (n® classe 2) +3 (n® classe 3) + 4 (n° classe 4)

Também foi analisado outro parametro distinto, a frequéncia de danos (FD%),
que foi calculada de acordo com a porcentagem de todos os nucledides com algum
dano (classe 1 até classe 4) em relacao ao total de nucledides contados, indo da
classe 0 a classe 4 (n? total) (COLLINS et al., 2008). Adotando a férmula:

FD = [(n? total — n° classe 0).100]
n? total

b) Teste do Micronucleo

Cinco microlitros do sangue coletado de cada camundongo foram aplicados
sobre laminas preparadas previamente com laranja de acridina, que foram cobertas
com laminulas com o intuito de distribuir o material biol6gico de maneira uniforme.
Primeiramente, as laminas foram banhadas com detergente neutro e 4gua destilada,
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depois lavadas com élcool 70% e encaminhadas para estufa (80 °C) por 15 minutos.
Em cada lamina, ainda acalorada, foi espalhado uniformemente 10 pyL de laranja de
acridina (1mg/mL), e estas foram colocadas para secar em temperatura ambiente
por um periodo minimo 30 minutos (EIJI et al., 1992). Antes do MN, a citotoxicidade
dos tratamentos foi analisada, de forma que 100 eritrécitos foram observados,
contabilizando-se a propor¢cdao de eritrocitos policromaticos (PCE) em relagdo ao
total de eritrécitos da seguinte maneira: PCE / (PCE + NCE), onde NCE expressa
eritrocitos normocromaticos. Em seguida, para o MN propriamente dito, 2000 PCE
por camundongo foram observadas para se quantificar a presenca de PCE
micronucleados (PCEMn) (OCDE, 2014). A analise foi realizada em microscoépio de
fluorescéncia Zeiss-Imager M2, com objetiva de 40X, utilizando o filtro Alexa Fluor
488.

c) Analise Estatistica da genotoxicidade e mutagénese

Os grupos tratados e o0 controle negativo foram comparados pelo teste de
Kruskal-Wallis com analise a posteriori usando a tatica de fazer testes t par-a-par
com correcao de Bonferroni. Para se apurar a eficiéncia dos testes, os grupos
controle negativo e controle positivo foram comparados entre si pelo teste de
Wilcoxon. O nivel de significancia estabelecido em todos os testes foi p< 0,05 e 0
software R foi empregado para todas as analises (R DEVELOPMENT, 2012).

Ensaios citotoxicos

Os ensaios citotdéxicos foram analisados in vitro em linhagens de células
saudaveis: J774 (macrofagos), HEK (embrionaria renal) e células tumorais S-180
(Sarcoma-180). Um ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio) foi empregado para apontar a viabilidade celular (MOSSMAN,
1983). As linhagens foram cultivadas em meio de cultivo celular DMEM (Dulbecco
modification of. Minimum Essential Media), adicionado a soro fetal bovino (10%) e os
antibiéticos: penicilina-estreptomicina (1%). As PBMC’s (peripheral blood
mononuclear cell / células mononucleares de sangue periférico) foram retiradas do
sangue periférico humano. As células foram injetadas em placas de 96 pocos, a uma
densidade de 1x104 — 1x105 células/mL e passadas 24h de incubacéo a 37 °C e 5%
de CO2, foram realizados os tratamentos durante 24 e 48 horas, nas concentracdes
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finais de 200, 100, 50, 25 e 12,5 pg/mL. A composto foi solubilizado em meio de
cultura ndo suplementado. Foram acrescidos 25uL de solugdo de MTT (5mg/mL)
apos o tratamento, e as placas foram incubadas durante 3h. O sobrenadante foi
removido apds a incubacéao e acrescidos 100uL de DMSO. A leitura da absorbancia
foi realizada em leitor de microplaca. A citotoxicidade foi demonstrada em viabilidade
celular: (Absda populacao celular tratada X 100 / Absda populacdo celular néo
tratada) (SANTOS et al., 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao e prospeccao fitoquimica

Em estudo paralelo com nosso grupo de pesquisa foi possivel identificar
grupos distintos de metabdlitos secundarios presentes no extrato hidroalcodlico da
entrecasca de Croton argyrophyllus. Verificou-se a presenca de flavondides,
fenilpropandides,  triterpenos,  esterdides, saponinas, monoterpenos e
sesquiterpenos, proantocianidinas e leucoantocianidinas (tabela 1). (OLIVEIRA et
al., 2018).

Tabela 1 - Caracterizagao fitoquimica do extrato hidroalcodlico de Croton argyrophyllus

Classe de metabdlitos secundarios Croton argyrophyllus

Flavonoides+++(1)

Fenilpropandides++

Triterpenos+++

Esteredides+++

Saponinas +
Manoterpenos e sesquiterpenos+++

Alcaléides-

Cumarinas-

Quinonas-

Proantocianidinas e leucoantocianidinas+++(2)

Taninos hidrolisaveis -

Fonte: (OLIVEIRA et al., 2018).
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Toxicidade Aguda em dose Unica

Toxicidade é um evento complexo que envolve um vasto espectro de efeitos,
que podem ser desde simples morte celular até mudancas metabdlicas complexas
como neuro, hepato e/ou nefrotoxicidade, onde n&o ocorre morte celular
necessariamente, contudo ha alteracdées funcionais. Além da eficacia, a seguranca
de medicamentos fitoterapicos é de suma importancia, pois pouco se sabe sobre o
potencial toxico de muitas plantas que sdo usadas na medicina tradicional
(EISENBRAND et al., 2002). As espécies que fazem parte do género Croton séo
geralmente odoriferas e a toxicidade do género estd associada a presenca de
diterpendides (HOEHNE, 1935; ABREU, 2001; RODRIGUEZ, 2004).

Embora os animais tenham apresentado comportamentos importantes
descritos na tabela de screening hipocratico (tabela 2.2), ndo houve mortes nos 14
dias de observacdes na dose de 2000 mg/kg, e nem variacao significativa de peso
entre o grupo tratado e grupo controle (p=0,14) (grafico 2.0). O extrato foi
considerado de baixa toxicidade e segundo o critério da GHS (Globally Harmonized
Classification System) pertence a classe 5 (composto com toxicidade aguda baixa
ou nao toxico).

Na administracido na dose de 2000 mg/Kg foi observado um periodo de
reacdes como erec¢ao da cauda, movimentos estereotipado, marcha em monobloco

e movimentos da vibrissas.

Tabela 2 - Principais reagées comportamentais relacionadas a dose de 2000mg/Kg
administrada na avaliagdo da toxicidade aguda do extrato hidroetandlico de Croton
argyrophyllus

Acoes / Parametros GC GT

ESTIMULANTES DO SNC

Agitagao ++ ++
Agressividade ++ ++
Aumento da frequéncia ++ ++

respiratoria

Convulsdes - -
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Erecao de cauda ++ +++
Expansao do pavilhdo auricular  + ++
Exoftalmia - ;
Marcha em monobloco + +++
Movimento circular + +
Movimento estereotipado +++ +++
Movimento de vibrissas ++ +++
Ondulacgéao de cauda + +
Piloeregéao + ++
Postura de ataque - +
Postura em garra +++ +++

Tremores finos/ grosseiros - -

Taquicardia + +++
Salto - -
DEPRESSORES DO SNC

Abaixamento do trem posterior  ++ +++
Inversdo de marcha ++ ++
Prostracéo - +
Fotofobia - -
SNA

Contorcoes - -
Distencao abdominal + ++
Diurese ++ + +
Espasmos musculares + +
Excrecao - 4+
Palidez + F++
Postura estatica + +++
Reacgéo de fuga ++ 4+
Refluxo + 4+

Hipertrofia testicular - -

Obitos 0 0
GC- Grupo Controle; GT: Grupo Tratado (EHCa 2000 mg/kg/vo); (-) Auséncia; (+) Presenca
leve; (++) Presenca moderada; (+++) Presenca Acentuada.
Fonte: Adaptada de Malone (1977).
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Gréfico 1 - Comparacéao entre avaliacao ponderal de grupo controle e grupo tratado

com extrato de Croton argyrophyllus 2000mg/Kg durante 14 dias.

34 -
- Cortrole

32+ = C A2000 mgkg
30 4

28 +
26 -

Peso Corporal (g)

24 -

22

Dias

Fonte: Autor (2018).

No eritrograma foi feita a contagem de plaquetas e de heméacias, a
determinacao do hematécrito, da hemoglobina, do VCM-volume corpuscular médio,
da HCM-hemoglobina corpuscular média, e da CHCM-concentragédo da hemoglobina
corpuscular média. No leucograma contaram-se os leucécitos e fez-se a contagem
da diferenciacdo celular. Essas determinacdes foram realizadas no analisador
celular COBAS ARGOS 50 ROCHE. Todos os parametros hematolégicos e

bioquimicos estdo demonstrados na tabela 2, a seguir.
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Tabela 3 - Parametros hematoldgicos e bioquimicos de camundongos Swiss

Parametros

(unidade) G1 SM G1CM G1LM G2 SM G2 CM G2 LM

u 26,0 21,0 34,0 28,0 40,0 27,0

Cr 0,7 0,6 0,5 0,7 0,9 0,5

TGO 45,0 51,0 43,0 47,0 53,0 28,0

TGP 48,0 56,0 47,0 49,0 60,0 34,0

H 4520,000 4470,000 4780,000 4580,000 4230,000 4580,000

HB 13,3 13,0 14,3 13,6 12,3 13,3

HTC 40% 39% 43% 41% 37% 40%

\Y 88,8 88,6 91,4 89,0 88,0 88,8

H 29,0 29,1 30,0 29,3 29,1 29,0

CH 33,0 33,1 33,0 33,1 32,8 33,0

L 5000 4700 6000 4300 4800 5800
43-450 43-2021 42-2520 37-1591 41-1968 43-2494

G 01-50 05-235 03-180 03-129 03-144 01-58

LT 51-2550 50-2350 49-2940 55-2365 54-2592 49-2842

M 05-250 02-94 06-360 05-215 02-96 07-406

PL 161,000 152,000 136,000 172000 182,000 148,000

Fonte: Autor (2018).

Atividades genotoxica e mutagénica

Teste de Micronucleo

Sabendo que uma gama de substancias pode ocasionar ou prevenir danos ao
material genético, torna-se fundamental a realizacdo de testes citogenéticos para
identificar possiveis efeitos mutagénicos da administracdo de extratos de plantas,
em variadas concentracdes, e avaliar a sua atuagdo no genoma. Sao escassos 0s
estudos publicados a respeito da toxicidade do Croton argyrophyllus, e
especialmente genotoxicidade e mutagenicidade.

As doses testadas para genotoxicidade e mutagenicidade do extrato de C.

argyrophyllus no presente estudo foram baseadas na proximidade da melhor dose
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ativa, que € 200mg/Kg, de forma que foram escolhidos um valor inferior (150mg/Kg)
e outro superior (300mg/Kg) para servir como parametro.

No que concerne ao teste de micronucleo (grafico 2.2), que é realizado
através da contagem de hemacias policromaticas com micronucleo (HPCMn), em
relacdo a sua distribuicao entre os grupos controle negativo (CN), extrato de Croton
argyrophyllus dose 150mg/Kg (ECA 150) e extrato de Croton argyrophyllus dose
300mg/Kg (ECA 300), foi observado que houve dispersdoes de amplitude entre os
valores minimos e maximos dos grupos em estudo, caracterizando uma variacao
dos dados. Para evidenciar tal achado, foi realizado teste Kruskal-Wallis, no qual se
observou diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).

Para uma maior compreenséo, realizou-se teste t par a par com correcao de
Bonferroni (gréafico 2.3), o qual demonstrou que ha uma diferenca estatistica entre o
grupo CN e o grupo ECA 300 (p<0,05), evidenciado um carater mutagénico nesta

associacgao, o que nao foi observado na relagdo entre CN e ECA 150.

Gréfico 2 - Frequéncia de hemacias policromaticas com micronucleo (HPCMn) em
relacdo aos grupos Controle Negativo (CN), extrato de Croton argyrophyllus com
dose 150mg/KG (ECA 150) e extrato de Croton argyrophyllus com dose 300mg/KG
(ECA 300).

Teste de microntcleo

HPCMn
7

T T
CN ECA 150 ECA 300

Fonte: Autor (2018).



47

Grafico 3 - Distribuicdo hemacias policromaticas com micronucleo (HPCMn) e
correlacdo entre os grupos: grupo Controle Negativo (CN) e extrato de Croton
argyrophyllus com dose 150mg/KG, grupo Controle Negativo (CN) e extrato de

Croton argyrophyllus com dose 300mg

Teste de microntcleo

HPCMn

T
CN x ECA 150 CN x ECA 300 ECA 150 x ECA 300

Fonte: Autor (2018).

A relacdo entre os efeitos terapéuticos e toxicolégicos de determinados
compostos quimicos serve como um importante indicador para testar sua
aplicabilidade farmacolégica. Varias drogas citotdéxicas s&o do tipo n&o seletivas em
suas acoes, agindo e danificando também as células saudaveis (ANAZETTI et al.,
2003).

Apenas um método de genotoxicidade pode nao oferecer informacgdes
referentes a totalidade dos indicadores de toxicidade genética. Desta forma, é
necessario que cada composto quimico seja analisado em diferentes ensaios para
que se possa obter um maior apanhado a respeito de seu potencial genotoxico
(CAVALCANTI, 2006).

Perante os achados analisados, ficou evidente que grupo tratado com a dose
300mg/Kg de extrato caracterizou-se como mutagénico, enquanto o tratado com a
dose 150mg/Kg ndo, por provaveis danos ao cromossomo que sao indicados pela

presenca de micronucleos.

Ensaio cometa ID e FD%
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O ensaio cometa tem sido utilizado para testes de toxicologia genética devido
aos seus beneficios e particularidades em relacdo a outros estudos que percebem
substancias genotéxicas, sendo basilar na investigacdo em ensaios de reparo de
DNA, biomonitoramento ambiental e genotoxicidade. Oferece determinadas
vantagens sobre os testes bioquimicos e citogenéticos, como o fato de poder ser
utilizado para qualquer tipo de célula (qualquer tecido em que se possa extrair
células nucleadas), utilizando apenas um pequeno numero delas e por nao precisar
de células em divisdo (ROSS et al., 1995; HARTMANN; SPEIT,1994).

Os agentes genotoxicos se relacionam quimicamente com o material
genético, resultando em alteragdes oxidativas ou até quebras na molécula de DNA
(WHITE; RASMUSSEN, 1998). Este teste nao é aplicado para identificar mutagdes,
mas lesbes genOmicas, que podem ser reparadas e, caso nao reparadas, podem
implicar em mutacdo. Também pode ser empregado para andlises de reparo de
DNA, monitorando o dano, de forma que as lesbes percebidas por ele sao
suscetiveis de correcao, ainda que impossibilite analisar a fidelidade do processo de
reparo, pode fornecer dados cruciais referentes a cinética e o tipo de lesao reparada
(GONTIJO; TICE, 2003; SILVA et al., 2000; HARTMANN et al., 2003).

Com relacao ao ensaio cometa ID (grafico 2.4), foi evidente uma maior
amplitude frequéncia no grupo ECA 150, mostrando uma dispersdao de valores,
porém com um maior achado entre o quartil 1 (Q1) e quartil 3 (Q3).

Por meio do teste de Kruskal-Wallis, observou-se diferenca estatistica dos
grupos CN, ECA 150 e ECA 300 (p<0.05), e associacdo de genotoxicidade em
comparacado com CN e ECA 150 (p<0,05) estabelecida por meio do teste t par a par

com correcao de Bonferroni (gréfico 2).
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Gréafico 4 - Frequéncia de indice de dano (ID) em relagdo aos grupos Controle
Negativo (CN), extrato de Croton argyrophyllus com dose 150mg/KG (ECA 150) e
extrato de Croton argyrophyllus com dose 300mg/KG (ECA 300).

Ensaio cometa

25—

20—

15—

10—+

indice de Danos (ID)

T T
CH ECA 150 ECA 300

Fonte: Autor (2018).
Graéfico 5 - Distribuicao de indice de dano (ID) e correlagao entre os grupos

Ensaio cometa

indice de Dano (ID)
i
|

T T
CNx ECA150 CHN x ECA 300 ECA 150 x ECA 300

Grupo Controle Negativo (CN) e extrato de Croton argyrophyllus com dose 150mg/KG,
grupo Controle Negativo (CN) e extrato de Croton argyrophyllus com dose 300mg/KG (ECA
300) e por fim extrato de Croton argyrophyllus na dose 150mg/Kg e dose 300mg/Kg.

Fonte: Autor (2018).

No ensaio cometa FD (grafico 6), foi demonstrado uma distribuicdo mais
central (Q1 e Q3) com menor amplitude de disperséo.
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O teste estatistico de Kruskall-Wallis mostrou que n&o houve diferenga entre
os grupos CN, ECA 150 e ECA 300 (p>0,05).

Grafico 6 - Distribuicao de frequéncia de danos (FD%) em relacdo aos grupos
Controle Negativo (CN), extrato de Croton argyrophyllus com dose 150mg/KG (ECA
150) e extrato de Croton argyrophyllus com dose 300mg/KG (ECA 300).

Ensaio cometa

15—

10—+

Frequéncia de Danos (FD%)

T T
CH ECA 150 ECA 300

Fonte: Autor (2018).

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado uma importante relacdo entre
capacidade de reparo do DNA e o risco de aparecimento de cancer e de outras
enfermidades (AGNOLETTO et al., 2007; TZORTZAKI et al., 2012). Uma reducao na
aptiddao de reparacado resulta em uma ampliacdo da predisposicdo a mutacdes e
instabilidade genética. Organismos apresentam diferengcas em sua competéncia de
reparacao de DNA e a presuncao é que polimorfismos genéticos podem distorcer a
estrutura e funcao de proteinas, gerando uma alteracao da capacidade de reparacao
(AGNOLETTO et al., 2007).

O reparo do DNA é uma atividade bioquimicamente complexa, que utiliza
diversas proteinas com diferentes funcdes. Alguns complexos protéicos sao
preferencialmente utilizados de acordo com a natureza do dano ou sua extensdo
(SLUPPHAUG et al.,, 2003; MORAES et al.,, 2012). E tais complexos protéicos
determinam as vias de reparo de DNA, sendo responsaveis pela manutencao e
integridade do genoma todas as condigdes fisiolégicas (FRIEDBERG, 2008).
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Substéncias antineoplasicas como a ciclofosfamida oferecem propriedades
alquilantes, complexando-se com o DNA, indiscriminadamente, entre células
normais e cancerosas. Consequentemente e contraditoriamente, diversos relatos
literarios assinalam para o potencial carcinogénico da ciclofosfamida. (KIJIMA et al.,
2003).

Para demonstrar a eficiéncia em detectar mutagenicidade nos testes de
microndcleo e genotoxicidade no ensaio cometa, foram comparadas as duas
amostras CN (controle negativo) e CP (controle positivo com ciclofosfamida) por
meio do teste de Wilcoxon, o qual demonstrou que ha diferenca entre o grupo—
controle e o grupo estudado (p<0,05).

O resultado de genotoxicidade na dose 150mg/kg de extrato e a sua auséncia
na dose 300mg/kg, inverso aos resultados mutagénicos, pode ser justificado como
um possivel efeito de hormese, que segundo Mattson (2008) € um termo utilizado
por toxicologistas para se referir a uma dose bifasica - resposta a um agente
ambiental caracterizado por uma dose baixa de estimulacdo ou efeito benéfico e
uma dose alta de efeito inibitério ou téxico, ou seja, € um processo em que as
respostas bioldgicas seguem padrées diferentes da curva dose-resposta padrao.

Atividade em células embrionarias renais (HEK293)

No que se refere ao estudo citotdéxico entre células HEK-293 (Human
Embryonic Kidney 293 cells) e sua aplicacdo com o composto do extrato de Croton
argyrophyllus em diferentes concentracdes nos tempos de 24h e 48h, o grafico 2.8
ratifica que nas concentragdes de 12,5ug/mL e 25ug/mL nos tempos de 24 e 48
horas, potencializou a viabilidade celular das células embrionarias renais, havendo
significancia (p<0,05).
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Gréafico 7 - Viabilidade de células embrionarias renais (HEK-293) em diferentes
doses de extrato de Croton argyrophyllus nos periodos de 24 e 48 horas.
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* p< 0,05 comparado com o controle.
Fonte: Autor (2018).

O fato dessas células HEK293 terem continuado crescendo nas menores
concentracdes do extrato de Croton argyrophyllus e ndo terem apresentado
diferenca significativa nas maiores doses, pode ser justificado pelo processo
chamado de hormese, que deriva do termo inglés "hormesis" e significa que uma
dada substancia tem efeitos opostos em doses altas e em doses baixas. Um maior
entendimento dos mecanismos que ocorrem nesses casos atipicos, nos niveis
celulares e moleculares, pode oferecer novas formas de prevencao e tratamento de
diversas enfermidades.

O conceito de hormese também tem implicacdées importantes para o campo
da medicina clinica. As relacdes dose-resposta para agentes médicos comumente
exibem as mesmas relacbes dose-resposta horméticas que suas contrapartes
téxicas. Muitos agentes, como antibacterianos, antifingicos, antivirais e drogas que
combatem tumores, exibem respostas de dose hormética (CALABRESE, 2004).

Sao exemplos de hormese exposicdes a baixas doses de certos fitoquimicos.
Novos estudos tém esclarecido as vias de sinalizagdo celular e os mecanismos

moleculares que intercedem respostas horméticas envolvendo tipicamente enzimas
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como quinases e desacetilases e fatores de transcricdo como Nrf-2 e NF-kB.
(MATTSON, 2008). O que justifica a investigacdo dos mecanismos envolvidos nos
resultados do presente ensaio de viabilidade celular entre células HEK e Croton
argyrophyllus em distintas concentracdes ter apresentado diferentes respostas.

Atividade celular em macrofagos (J774)

A relacdo do estudo citotéxico entre células J774 (linhagem celular de
macréfagos J774) e a aplicacdo do extrato de Croton argyrophyllus nas
concentragdes de 12,5ug/mL, 25ug/mL, 50upg/mL, 100pug/mL e 200ug/mL nos
tempos de 24h e 48h, ndo demonstrou significancia estatistica (p<0,05), de forma
que o grafico 2.9 corrobora a inexisténcia de alteracao em viabilidade celular perante

a aplicacao do composto estudado.

Gréfico 8 - Atividade celular em macréfagos (J774) em diferentes doses de extrato

de Croton argyrophyllus nos periodos de 24 e 48 horas.
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Fonte: Autor (2018).

Os dados da viabilidade celular entre o extrato hidroalcodlico de Croton
argyrophyllus e células J774, representam que as doses testadas nao apresentaram
diferenca significativa, sugerindo que as substancias presentes na entrecasca sejam
menos toxicas e diferentes daquelas encontradas nas folhas que séo utilizadas no

preparo do 6leo essencial ja demonstradas na literatura.
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Durante este ensaio de viabilidade celular sdo aplicadas de células de
linhagem J774, classificadas como macréfagos. O objetivo € verificar se estas
células de defesa sofrem variacdo na presenca de outra substéncia, no caso o
extrato de Croton argyrophyllus. A diminuicdo dos macrofagos pode ser prejudicial,
pois representa uma diminuicdo da resposta imune do organismo. O estudo de
Santos (2015) demonstrou que na andlise de citotoxidade e viabilidade celular da
linhagem J774 com o latex de Croton lechleri a concentragdo 25ug/mL foi capaz de
matar aproximadamente 50% das células. As concentragdes de 6,25 e 12,5ug/mL do
extrato ndo apresentaram efeito citotoxico relevante quando comparadas com o
controle. Diferente da nossa andlise, que ndo demonstrou alteracdo significativa,
nem de diminui¢cdo, nem aumento celular dos macréfagos (grafico 9).

Aradjo (2014) analisou o 6leo essencial de Croton argyrophyllus, que
apresentou atividade citotdxica significativa e induziu morte celular em macréfagos
murinos J774 nas concentragcdes 50 e 100ug/ml. Estes resultados encorajam

estudos adicionais sobre os mecanismos envolvidos na citotoxicidade in vitro.

Atividade antitumoral

Nos ultimos anos percebe-se uma tendéncia maior de pesquisas em busca de
quimioterapicos com a finalidade de se aplicar tratamentos mais efetivos e seletivos,
ou que bloqueiem o avanco do cancer, quando j& instalado (BRANDAO et al., 2010).
E nessa busca por novos agentes antitumorais, tanto os testes in vitro quanto os in
vivo sdo amplamente utilizados. Os testes de citotoxicidade (in vitro), os quais
direcionam a pesquisa para moléculas com potencial de viabilidade de células
tumorais em cultura, sdo os mais vastamente empregados (HOLBECK, 2004).

De acordo com a Organizagdao Mundial de Saude (OMS), estima-se que os
casos de céancer continuardo subindo e, até 2030, as taxas de mortalidade irdo
chegar a mais de 11 milhdes de mortes por ano (MATSUO et al, 2010). Tais
informacgdes corroboram que, apesar de todas as pesquisas, o cancer ainda € uma
das maiores causas de mortalidade mundial e reforca a importancia de cada
resultado que possa sugerir alguma forma de diminuicdo de morbimortalidade,
através do controle do céancer, seja por meio de métodos preventivos ou mesmo
curativos.

No que diz respeito ao estudo citotoxico realizado entre células tumorais do

tipo Sarcoma-180 e sua aplicagdo com o composto do extrato de Croton
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argyrophyllus em diferentes concentracdes nos tempos de 24h e 48h, o grafico 2.7
demonstra que nas concentragdes de 25ug/mL, 50ug/mL, 100ug/mL e 200ug/mL no
tempo de 24 horas inibiu a viabilidade celular do sarcoma, havendo significancia
(p<0,05).

Grafico 9 - Viabilidade de células tumorais S-180 (Sarcoma-180) em diferentes

doses de extrato de Croton argyrophyllus nos periodos de 24 e 48 horas.
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* p< 0,05 comparado com o controle
Fonte: Autor (2018).

Os resultados obtidos podem ser reforcados no fato que concerne que varias
espécies de Croton e diversos constituintes isolados oferecem atividade antitumoral
in vitro e in vivo através de distintos mecanismos de acdo. Dentre elas, podemos
citar: C. argyratus, C. cascarilloides, C. hieronymi, C. insularis, C. lechleri, C.
palanostigma, C. tiglium e C. zambesicus (MORAES et al., 1997).

Além de que através de levantamento etnofarmacolégico foi demonstrado que
determinadas espécies de Croton sdo empregadas na medicina popular para o
tratamento do cancer como C. draco, C. tiglium, C. urucurana, C. oblongifolius, C.
lechleri, C. erythrochilus e C. draconoides (PIACENTE et al., 1998). Ja de acordo
com Pessoa (2013), o 6leo essencial de Croton polyandrus apresenta potente
atividade antitumoral in vivo, apesar de nao apresentar efeitos in vitro, e moderada

toxicidade.
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De acordo com o ensaio antitumoral da linhagem S-180, o presente estudo
demonstrou que as concentragdes de 25ug/mL, 50ug/mL, 100ug/mL e 200ug/mL de
Croton argyrophyllus no tempo de 24 horas inibiram a viabilidade das células
observadas. Consequentemente & possivel entender que o extrato hidroalcodlico
testado possui significante atividade antitumoral in vitro e alguma toxicidade nos
modelos experimentais genotoxico e citotdxico, fator nao limitante para continuagéao

de outros estudos pré-clinicos.

CONCLUSAO

O presente estudo fornece informacdes inéditas sobre o extrato hidroalcodlico
da entrecasca de Croton argyrophyllus. Investigamos além da seguranca de sua
ingestdo, alguns de seus efeitos como antitumoral que demonstraram importantes
resultados, tornando esta planta interessante para novos estudos em busca do

desenvolvimento de medicamentos.
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5 DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

O Croton argyrophyllus da familia Euphorbiaceae, género Croton, conhecido

como marmeleiro branco, por ser pouco relatado na literatura sobre sua seguranca

de uso nos levou a investigar as caracteristicas toxicoldégicas do extrato

hidroalcodlico da sua entrecasca. E, além disso, foram estudados determinados

efeitos, como antitumoral que evidenciaram importantes resultados, tornando

interessante continuacdo de ensaios pré-clinicos. Os resultados encontrados no

presente estudo apontaram:

Baixa toxicidade no ensaio de toxicidade aguda com o extrato;
Genotoxicidade na dose 150mg/kg de extrato e sua auséncia na dose
300mg/kg, inversas aos resultados mutagénicos, talvez por efeito hormese;
No ensaio citotdxico entre células HEK-293 e extrato, foi potencializada a
viabilidade celular.

No modelo citotoxico entre células J774 e o exitrato ndo demonstrou
significancia estatistica.

Inibicdo da viabilidade celular do sarcoma no tempo de 24h no ensaio
citotoxico entre células do tipo Sarcoma-180 em diferentes doses do extrato

Desta forma, podemos sugerir sua seguranca de uso da baixa toxicidade

apresentada e apontar o efeito antitumoral in vitro do extrato, fator que nos oferece

subsidios para a continuagao de ensaios pré-clinicos.
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