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RESUMO

Morus nigra L. € uma espécie pertencente a familia Moraceae, género Morus,
conhecida popularmente como amoreira-preta. E originaria da Asia e esta
plenamente aclimatada no Brasil. O presente estudo teve como objetivo avaliar os
principais constituintes quimicos, bem como o efeito vasodilatador e a toxicidade dos
extratos aquoso (EAMn), hidroalcoolico (EHMn) e etandlico (EEMn) das folhas de
Morus nigra L. Para isso, foram realizadas analises por Cromatografia de Camada
Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para a avaliagédo
do efeitos vasodilatador, foram realizados experimentos de reatividade vascular em
artéria aorta de ratos Wistar. Para o estudo da toxicidade, foram realizados os testes
de Toxicidade Aguda por via oral (OECD-423) e teste de genotoxicidade. A andlise
dos constituintes mostrou semelhancas quanto ao perfil fitoquimico entre os extratos
apresentando taninos hidrolisaveis, derivados cinamicos, flavonoides. J4 o acido
elagico foi encontrado apenas no EEMn. O EAMn apresentou maior teor de
derivados flavonoidicos, rutina, acido elagico e derivados &cido elagico, destacando-
se dos demais. O efeito vasodilatador promovido pelos extratos foi restrito aos anéis
com endotélio (EAMn: Emax= 37,4 £ 5,2% e pECsy= 8,65 £ 0,23, n=6, p<0,05 ;
EHMn: Emax= 35,2 + 4,4%, n=6 ; pECs5p= 7,68 = 0,26, n= 8 ; EEMn: Emax= 29,8 +
7,6%; pECso= 8,22 = 0,25, n=7). O efeito vasodilatador foi totalmente abolido na
presenca do L-NAME, indicando dependéncia da producéo de NO pela Oxido Nitrico
Sintase (NOS) para que haja vasodilatacdo. No ensaio de toxicidade aguda, os
extratos EAMn, EHMn e EEMn néo induziram alteracdes comportamentais e 6bitos.
Além disso, o EAMn ndo se apresentou genotdxico e/ou mutagénico. Portanto, nas
condicBes experimentais utilizadas nesse trabalho, os extratos das folhas de M.
nigra apresentaram efeito vasodilatador em artéria aorta de ratos Wistar,
possivelmente devido aos constituintes fendlicos, bem como ndo apresentaram

sinais de toxicidade.

Palavras-chave: Amoreira. Vasodilatacdo. Toxicidade. Reatividade Vascular.
Genotoxicidade.



ABSTRACT

Morus nigra L. belongs to the Moraceae family, genus Morus, popularly known
as blackberry. It is original from Asia and it is fully acclimatized in Brazil. The present
study aimed to evaluate the main chemical constituents, as well as the vasodilator
effect and the toxicity of the aqueous (AEMnN), hydroalcoholic (HEMn) and ethanolic
(EEMn) extracts of Morus nigra L. leaves. The phytochemical analysis was made by
Thin Layer Chromatography and High Performance Liquid Chromatography. For the
evaluation of the vasodilator effects, vascular reactivity studies were performed in
aortic rings of male Wistar rats. Acute Oral Toxicity tests (OECD-423) and
genotoxicity tests were also performed. The analysis of the constituents showed
similarities regarding the phytochemical profile among the extracts and revealed theg
the presence of hydrolyzable tannins, cinnamic derivatives, flavonoids. Ellagic acid,
however, was found only in EEMn. The AEMn had a higher content of flavonoid
derivatives, rutin, ellagic acid and ellagic acid derivatives The vasodilator effect
induced by the extracts was restricted to rings with endothelium (AEMn: Emax = 37.4
+ 5.2% and pECso = 8.65 £ 0.23, n = 6, p <0.05; HEMn: Emax = 35.2 £ 4.4%, n = 6;
PECso = 7.68 £ 0.26, n = 8; EEMn: Emax = 29.8 + 7.6%; pECsp = 8.22 + 0.25, n = 7).
The vasodilator effect of the extracts were abolished in the presence of L-NAME,
indicating the dependence of NO production by Nitric Oxide Synthase (NOS) in this
mechanism. In the acute toxicity test, the AEMn, HEMn and EEMn extracts did not
induce behavioral changes and deaths. In addition, AEMn was not genotoxic and/or
mutagenic. Therefore, in the experimental conditions used in this work, the extracts
of the leaves of M. nigra showed a vasodilator effect on the aorta artery of Wistar
rats, possibly due to the phenolic constituents, as well as it has shown no signs of

toxicity.

Key words: Mulberry. Vasodilation. Toxicity. Vascular reactivity. Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Ha muito tempo o conhecimento sobre o potencial curativo das plantas é
reconhecido e estas tornaram-se objeto de estudo cientifico devido a sua relacao
com variadas propriedades medicinais. Estima-se que das 250 a 500.000 espécies
de plantas existentes no planeta, apenas 1% foi descrita quanto ao seu potencial
farmacologico (MELENDEZ; CAPRILES, 2006).

As plantas sdo capazes de produzir metabdlitos, compostos que
desempenham fun¢des importantes como defesa de predadores e atragdo de
polinizadores, colaborando assim para sua sobrevivéncia (TRAPP; CROTEAU,
2001). Além disso, estes metabdlitos representam uma fonte importantissima de
substancias potencialmente ativas do ponto de vista farmacolégico (FUMAGALI et
al., 2008)

De acordo com a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria),
consideram-se plantas medicinais aquelas que possuem substancia, ou classes de
substancias, responsaveis pela acdo terapéutica z Estas plantas vém sendo
utilizadas para o tratamento de diversas doencas, desde quadros leves como tosse,
gripe, dores musculares e desordens do trato intestinal, assim como no tratamento
de patologias mais graves como as Doencas Cronicas Nado Transmissiveis (DCNT),
tais como: diabetes, obesidade, carcinomas, doencas cardiovasculares, entre outras
(SILANO et al., 2004; FOGLIO et al., 2006; AHMAD et al., 2010; CONTER et al.,
2015; MORAES et al., 2011; MARMITT et al., 2016; BRASIL, 2019).

As DCNT sao responsaveis por um elevado numero de mortes prematuras,
perda de qualidade de vida e alto grau de limitacdo para os individuos (MALTA et al.,
2011). Entre as principais doencgas cronicas, estdo as doengas cardiovasculares, 0s
canceres, as doencas respiratérias crénicas e o diabetes mellitus. Estas doencas
foram responsaveis, em 2015, por 51,6% do total de 6bitos na populacéo de 30 a 69
anos no Brasil (BRASIL, 2019). As doencas cardiovasculares estdo relacionadas a
fatores genéticos e ao estilo de vida: tabagismo, alcoolismo, inatividade fisica, dieta
inadequada, obesidade e estresse fisico e psicologico (BONOTTO et al., 2016;
MEDEIRQOS, et al., 2018).
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Conforme a Organizacdo Mundial da Saude (OMS,1990), diversas
populacdes, principalmente as situadas em paises em desenvolvimento, fazem o
uso de plantas medicinais, muitas vezes, sendo a Unica forma de terapia. No
ocidente, as plantas medicinais vem sendo cada vez mais consumidas e
aproximadamente 40% da populagédo faz uso regular de preparacdes fitoterapicas
(ARAUJO et al., 2014).

Em territério brasileiro, cerca de 90% da populacéo ja fez o uso de alguma
planta com carater medicinal (CORREA et al., 2008). Tal uso se tornou tdo comum
no Brasil que, em algumas regides do pais, as plantas sdo comercializadas
livremente em mercados populares e cultivadas nos quintais das residéncias
(MACIEL, 2002). O uso dessas ervas € feito na maioria das vezes por adultos e
idosos que buscam complementar o tratamento de uma doenga cronica e geral
acreditam que as plantas medicinais sdo uma alternativa isenta de efeitos adversos
(BRASIL, 2006).

A fim de incentivar pesquisas que garantem o usO seguro e correto das
plantas medicinais, bem como a implantacdo e utlizacdo das terapias
complementares no Sistema Unico de Satde (SUS), o Ministério da Satde (MS)
elaborou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada pelo
Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006 (BRASIL, 2006). Logo depois, o MS
elaborou a Relacdo Nacional de Plantas de Interesse ao SUS (RENISUS) com o
intuito de orientar estudos e pesquisas cientificas que possam auxiliar a elaboracao
da relacdo de fitoterapicos disponiveis para uso da populacdo, de forma segura e
eficaz, auxiliando o tratamento de determinadas doencas. A lista atualmente é
composta por 71 plantas medicinais, entre elas espécies do género Morus (BRASIL,
2009)

Pertencente a familia Moraceae, o género Morus possui aproximadamente 24
espécies e uma subespécie, sendo descritas pelos menos 100 variedades
(ALMEIDA et al., 2011). O mesmo ainda é conhecido por conter uma variedade de
compostos fendlicos incluindo flavonoides isoprenilados, cumarinas, cromonas e
xantonas e fitoalexinas (NOMURA, 1988; NOMURA; HANO, 1994). Muitos destes
compostos exibem propriedades biolégicas interessantes, tais como atividades
antiinflamatdria, diurética, efeito hipotensores e antioxidante (NOMURA, 1988;
TAKASUGI et al., 1978; PIETTA, 2000).
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Entre os compostos citados, os flavonéides ganham destaque por
compreenderem um grupo de compostos fendlicos com ampla distribuicdo em frutas
e vegetais (ACKER et al.,1996). Sdo conhecidos por suas propriedades anti-
inflamatorias, antimicrobianas, antialérgicas, antitumoral, antitrombdtica e
antioxidante (GROOT; RAUEN, 1998; PRIOR; CAO, 1999; PIETTA, 2000; RUSSO et
al., 2000; FORMICA; REGELSON, 1995; AVIRAM; FUHRMAN, 1998; HIRONO;
GRASSO, 1981; AZIZ et al., 1998). A atividade antioxidante promovida pelos
flavonoides se da pela combinacdo de suas propriedades quelantes de ferro e do
sequestro de radicais livres, o que tem sido associado a uma menor incidéncia de
doencas relacionadas ao estresse oxidativo, como é o0 caso das doencas
cardiovasculares (BRAVO, 1998; RUSSO et al., 2000; HAVSTEEN, 1983; HAENEN
etal., 1997; SINGH et al., 2018).

A espécie Morus nigra L, conhecida popularmente como amoreira-preta, é
originaria da Asia e esta plenamente aclimatizada no Brasil (CRUZ, 1979). E uma
planta temporaria, de crescimento rapido possuindo desenvolvimento sob diferentes
condicBes climéticas (SRIVASTAVA et al., 2003). Diversas partes desta planta sdo
utilizadas popularmente: raiz, casca do caule, folhas e frutos (OZGEN, et al., 2009;
MAZIMBA, et al.,, 2011). Quanto ao uso popular, o cha das folhas de M. nigra é
bastante utilizado para o tratamento de diabetes, colesterol alto, problemas
cardiovasculares, obesidade e gota (OLIVEIRA et al., 2013).

Diante do exposto, o presente estudo visa a identificar os principais
constituintes quimicos de trés diferentes extratos das folhas de M. nigra, analisando
0s possiveis compostos que participam de atividades na fungéo vascular de aorta de
ratos. Ainda, sera avaliada a toxicidade dos extratos por meio do teste de toxicidade
oral aguda e, a fim de investigar os possiveis efeitos a nivel de DNA, serédo
realizados os testes de genotoxicidade. Desta forma, pode-se contribuir para a
investigacdo de novas terapias e/ou mecanismos farmacoldgicos que contribuam

para prevencéao e/ou tratamento de doencgas cardiovasculares.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FAMILIA MORACEAE

7

A familia Moraceae é uma familia botanica bastante diversificada,
apresentando-se em arvores, arbustos, lianas, raramente ervas ou, as vezes,
epifitas. Até o presente momento, ndo ha um entendimento sobre uma caracteristica
Unica dessa familia, entretanto, as que mais se aceitam s&do a presenca do latex
leitoso, distribuido em todos os tecidos parenquimatosos, a presenca de estipulas
nas folhas que registram uma cicatriz circular no ramo, um peciolo geniculado e a
presenca de glandulas no apice do peciolo, ou na margem inferior da lamina (BERG
et al., 2006).

Tal familia possui ampla distribuicdo geogréfica, porém concentra-se nas
regides tropicais e subtropicais, e compreende 37 géneros e aproximadamente
1.100 espécies. Na regido neotropical, é constituida de aproximadamente 27
géneros e cerca de 300 espécies. Em territério brasileiro, existem aproximadamente
19 géneros e cerca de 230 espécies, em sua maioria concentrados na regiao
amazbnica e na costa leste do pais, sendo apontadas 17 espécies raras
(BERG,2001; GIULIETTI et al., 2009).

Entre os géneros encontrados no Brasil, destacam-se os géneros Ficus,
Dorstenia, Brosimum, Sorocea, Clarisia e Morus com maiores niumeros de registros
(GIULIETTI et al., 2009). Os géneros Ficus e Dorstenia possuem aproximadamente
800 e 110 espécies, respectivamente (JUDD et al., 2009). A familia Moraceae possui
representantes reconhecidos no territdrio brasileiro, entre eles destacam-se:
Artocarpus altilis, conhecido por “fruta-pao”, Artocarpus heterophyllus, popularmente

conhecido por “jaca”, Ficus carica, o “figo” e Morus spp., a “amora” (PORTO, 2011).

2.2 GENERO MORUS

O género Morus, um dos géneros pertencentes a familia Moraceae, possui
aproximadamente 24 espécies e uma subespécie, sendo descritas pelos menos 100
variedades (ALMEIDA et al., 2011). Em relacdo aos aspectos botanicos que séo

caracteristicos desse género, pode-se dizer que apresentam-se como arvores, com
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altura que varia ente 5 a 20 metros, possuem folhas bastante grossas, simples e
alternas, cordiformes, simétricas na base, de cor verde escura, peciolos curtos,
asperas, com dentes largos e regulares, estipulas longas, membranosas e felpudas.
Morfologicamente, as suas flores sdo unissexuais: as masculinas monoclamideas,
isostémones e as femininas aclamideas, ovario supero, bi ou unicarpelar, unilocular,
uniovulado, com estigmas bifidos (AGAREZ et al., 1994). Suas infrutescéncias sao
grandes, ovaladas, negras ou vermelhas brilhantes, quase sésseis (Figura 1). Seus
frutos sdo comestiveis de sabor agridoce, muito sumosos e refrescantes (MORGAN,
1982).

Figura 1 - Caracteristicas das folhas e frutos de M. alba (A) e M. nigra (B).

Fonte: Souza, 2015.

Esse género é dotado de grande importancia quanto aos aspectos medicinais.
Vérias partes das plantas desse género, tais como raizes, caules, folhas e frutos,
sdo utilizados popularmente no tratamento da hipertenséo arterial, climatério, enjoo,
ou como anti-inflamatério, anti-térmico, cicatrizante, diurético, analgésico, anti-
séptico, vermifugo, hipoglicemiante e ansiolitico, entre outros (QUER, 1993;
PADILHA et al., 2010; YADAV et al., 2008; NOMURA; HANO, 1994).
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2.3 A ESPECIE Morus nigra L

A espécie Morus nigra L. € conhecida popularmente como “amora-preta” e,
especificamente na regido do Vale do S&o Francisco, € conhecida como “amora-
miura” (ALMEIDA, et al., 2013). Tal espécie possui como origem 0 extremo oriente,
sendo que a sua frutificacdo ocorre de maneira mais intensa e abundante na Asia
Menor (CRUZ, 1979).

Morus nigra L. foi trazida ao Brasil por imigrantes japoneses e esté totalmente
aclimatizada em diversas regides (ALMEIDA, et al., 2013). E uma planta temporaria,
de crescimento rapido, que se desenvolve sob diferentes condi¢des climaticas e é
apreciada por sua folhagem, que constitui 0 mais importante alimento para o bicho
de seda (SASTRI, 1962 apud PADILHA, 2009, p.14). Conforme BASSOLS e
MOORE (1981 apud PADILHA, 2009, p.14), no Brasil, essa espécie comecou a ser
pesquisada pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) em
1972, quando iniciou-se o programa de melhoramento genético com o plantio de
sementes produzidas por mais de cinquenta cruzamentos realizados na
Universidade de Arkansas, que originaram mais de 12.000 plantulas, e deram
origem as primeiras cultivares brasileiras.

A Figura 2 mostra o enquadramento taxonémico da espécie em descri¢cao de
acordo com o banco de dados USDA — Plants Database (2014)

Figura 2 - Classificacdo taxon6mica de M. nigra L.

Reino: Plantae

Sub-reino: Tracheobionta

Superdivisdo: Spermatophyta

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Sub-classe: Hamamelididae

Ordem: Urticales

Familia: Moraceae

Género: Morus L.

Espécie: Morus nigra L.

Fonte: Modificado de USDA — Plants Database (2014).
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Diversas partes desta planta séo utilizadas popularmente: raiz, casca do
caule, folhas e frutos (OZGEN, et al., 2009; Mazimba, et al., 2011). Quanto ao uso
popular, o cha das folhas de M. nigra é bastante utilizado para o tratamento de
diabetes, colesterol alto, problemas cardiovasculares, obesidade e gota (OLIVEIRA
et al., 2013).

Em relacéo aos estudos farmacoldgicos, NADERI et al. (2004) demonstraram
gue os extratos dos frutos de Morus nigra tém uma acdo protetora contra o estresse
peroxidativo de biomembranas e biomoléculas, evidenciando que os extratos dos
frutos de Morus nigra possuem compostos que atuam como antioxidantes. O extrato
etandlico dos frutos de Morus nigra apresentou efeito preventivo de danos neuronais
em modelos in vivo e in vitro de Doenca de Parkinson (KIM, et al., 2010). De acordo
com o estudo de SOUZA et al. (2000), feito com extrato das raizes de M. nigra, foi
isolado um prenilflavonoide, conhecido como Morusina, o qual mostrou propriedades

antinociceptivas em camundongos.

Em estudos com os extratos das folhas, parte da planta a ser investigada no
presente estudo, foram observadas atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do
extrato diclorometanico das folhas (PADILHA, 2009). Além disso, o extrato
hidrometandlico das folhas de Morus nigra apresentou efeito hepatoprotetor
(MALLHI, et al., 2014).

2.4 CONSTITUINTES QUIMICOS DE Morus nigra L.

As plantas sdo capazes de produzir uma diversidade de metabdlitos
secundarios que contém um grupo fenol — um grupo hidroxila funcional em um anel
aromatico (LIU et al., 2018), os quais classificam-se em compostos fendlicos. Devido
a sua diversidade quimica, os compostos fendlicos apresentam funcdes variadas
nos vegetais, seja defesa contra herbivoros e patdgenos, atracdo de polinizadores
ou dispersores de frutos, e redugcdo do crescimento de plantas competidoras
adjacentes. Dentre os compostos fendlicos, os flavonoides constituem a maior
classe (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Varios compostos ja foram isolados em diferentes partes desta espécie e por
diferentes solventes. No extrato acetato de etila da casca do caule de Morus nigra,
foram encontrados o0s seguintes compostos: estilbeno do tipo 2-arilbenzofurano,
flavonas (do tipo Mornigrol D, junto com mornigrol G, mornigrol H, e
norartocarpetina), e flavonoides (dihidrokaempferol) (WANG L. et al., 2010). A partir
de quatro métodos de extracdo (Extrato bruto turbdlise aquoso; Extrato bruto
turbdlise etandlido; Extrato bruto vapor; Extrato bruto soxhlet) dos frutos, foi possivel
a identificacdo de metabolitos secundarios como antocianinas, dihidroflavonois,
taninos, cumarinas, esteroides e triterpenos (PIEKARSKI, 2013). Através do extrato
hidrometandlico dos frutos revelou-se a presenca de saponinas, flavonoides,
polifendis e alcaloides (MALIK et al., 2012).

Especificamente das folhas de Morus nigra, o extrato hidroalcodlico
apresentou flavonoides, taninos, cumarinas, triterpenos e esteroides (DE QUEIROZ,
et al., 2012). Ja o extrato etanolico mostrou a presenca de fendis, flavonoides,
esteroides e terpenoides (ALMEIDA, et al., 2011). Ja no extrato aquoso das folhas,
foi possivel a identificacdo de alcaloides, depsideos e depsidonas (compostos

fendlicos), saponinas e taninos (ROSA, et. al., 2016).

Os compostos fendlicos apresentam, dentre outras atividades, atividade
antioxidante, por inibirem a formacdo de radicais livres, também chamados de
substéancias reativas, o que tem sido associado a uma menor incidéncia de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo, como as doencas cardiovasculares (SINGH et
al., 2018).

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO E DISFUNCAO ENDOTELIAL

O estresse oxidativo pode ser definido como a oxidacdo de macromoléculas
biolégicas como lipidios, proteinas, DNA e carboidratos, que ocorre quando a
concentracdo de substancias oxidantes supera a concentracdo de antioxidantes
(CAlI & HARRISON, 2000). Os processos de oxidacao formam radicais livres, que
sao produzidos de forma natural ou por alguma disfuncéo direta. Esses radicais que

possuem elétron impar sdo encontrados no nitrogénio e no oxigénio, e, portanto,
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estas espécies chamam-se EROs (espécies reativas de oxigénio) ou ERNSs
(espécies reativas de nitrogénio) (FINKEL; HOLBROK, 2000; VISIOLI, et al., 2000;
HALLIWELL, 2000; PIETTA, 2000).

Dentre as EROs, podemos destacar principalmente dois grupos: o0s
radicalares: hidroxila (HO), superoxido (Oy), peroxila (ROO) e alcoxila (RO); e os
ndo-radicalares: oxigénio, peréxido de hidrogénio e &cido hipocloroso. Ja as ERNs
incluem o oxido nitrico (NO), 6éxido nitroso (N2Og3), acido nitroso (HNOy), nitritos
(NO>), nitratos (NO3.) e peroxinitrito (ONOO") (BARREIROS; DAVID, 2006).

Em algumas situacdes, as EROS podem ser produzidas em quantidades
excessivas, levando a um desequilibrio na formacdo de substancias oxidantes e
antioxidantes, causando reducédo da biodisponibilidade de NO e ativacao de vias de
sinalizacdo intracelular que, em conjunto, resulta na alteracdo no tbnus e
remodelamento vascular, tais como hipertrofia do musculo liso vascular, elevacéo na
deposicao de proteinas da matriz extracelular, aumento da contratilidade das células
do musculo liso vascular, inflamacao, migracdo de mondcitos, peroxidacao lipidica,
disfuncdo endotelial e apoptose (SZASZ et al.,, 2007; WESELER; BAST, 2010;
ZINKEVICH; GUTTERMAN,2011). Portanto, o conjunto desses desequilibrios pode
levar ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como hipertensédo arterial e

aterosclerose, e outras doengas, como diabetes (CAl; HARRISON, 2000).

As células apresentam mecanismos de defesa antioxidante, os quais tém
como principal objetivo limitar os niveis intracelulares das espécies reativas, bem
como controlar os possiveis danos decorrentes das mesmas, tais agentes que
protegem as células dos efeitos dos radicais livres podem ser classificados em

antioxidantes enzimaticos ou ndo enzimaticos (SIES, 1993),

Os antioxidantes enzimaticos sdo as enzimas Superoéxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT), e Glutationa Peroxidase (GPx) (FERREIRA; MATSUBARA,1997;
SCHNEIDER ; OLIVEIRA,2004). Os antioxidantes de defesa ndo enzimaticos
incluem os compostos antioxidantes exégenos, principalmente de origem dietética,
dentre os quais se destacam as vitaminas (&cido ascoérbico ou vitamina C e a-
tocoferol e B-caroteno, precursores das vitaminas E e A), os minerais (zinco, cobre,

selénio e magnésio) e compostos derivados de plantas (principalmente os
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compostos fendlicos) (BIANCHI & ANTUNES, 1999; PRASAD et al., 2007,
SCHNEIDER ; OLIVEIRA, 2004).

Os compostos fendlicos de plantas apresentam uma alta atividade
antioxidante, principalmente os flavonoides. As propriedades benéficas desses
compostos podem ser atribuidas a capacidade de sequestrar radicais livres
(DECKER, 1997). Outros compostos fendlicos que sdo empregados em estudos sao
0 acido caféico, o acido galico e o acido elagico, sendo considerados importantes na
inibicdo do processo de peroxidacdo lipidica (HARTMAN; SHANKEL, 1990;
HALLIWELL et al.,1995), os quais podem prevenir o organismo de doencas

cardiovasculares.

2.6 DISFUNCAO ENDOTELIAL

O endotélio vascular, uma camada monocelular que recobre a superficie
luminal de todos os vasos sanguineos, constitui uma interface ativa entre a
circulagdo e a parede vascular. Esta envolvido em diversas fungdes, dentre elas
regulacédo da coagulacéo e da angiogénese, controle do tdnus vascular, producéo de
mediadores que controlam crescimento e migracdo e morte celular (VANE et al.,
1990; VRINTS G, et al.,, 1991; BASSEGNE; HUC, 1991; MOLHO-SABATIER P.,
1987; CARVALHO, et al., 2001).

Como citado anteriormente, o endotélio é responsavel pelo controle do tonus
da musculatura lisa vascular, pela producdo de mediadores vasodilatadores ou
vasoconstrictores. Entre os mediadores que estdo envolvidos no relaxamento
(vasodilatacdo), estdo a prostaciclina, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(do inglés, endothelium-derived hyperpolarizating factor, EDHF) e o 6xido nitrico
(NO). Entre os fatores contrateis (vasoconstrictores), estdo a prostaglandina H
(PGH.), a tromboxano A, (TXA), a angiotensina Il (ANG Il), a endotelina-1 (ET-1) e
as especies reativas de oxigénio (EROs) (CARVALHO, et al., 2001).

Dentre os fatores vasodilatadores, o mais potente é o 6xido nitrico (NO).
Fisiologicamente, a producdo de NO se d& pela NO-sintase (NOS) pela converséo
de L-arginina em L-citrulina (MONCADA; HIGGS, 1995). Uma vez produzido, o NO
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ativa a enzima citosolica guanilil-ciclase solavel (GCs), que produz guanosina-
monofosfato-ciclico (GMPc). O GMPc funciona como um segundo mensageiro

intracelular, amplificando a resposta vasodilatadora (ARNOLD et al., 1977).

Uma vez que o oxido nitrico € um dos mais importantes vasodilatadores, a
sua regulacao € fundamental para a funcdo do endotélio vascular. Quando hd um
prejuizo na funcdo vasodilatadora do endotélio, decorrente de uma diminuigdo da
biodisponibilidade de NO (seja por diminui¢do da sua producao, seja por aumento da
sua degradacdo), da-se o nome de Disfuncdo Endotelial. Esta disfuncdo esta
relacionada a diversas doencas cardiovasculares, como hipertensédo arterial,
aterosclerose e doenca arterial coronaria, e outras doencas, como diabetes, cancer
e obesidade, ou ainda com o processo de envelhecimento (SIES, 1991; ZANESCO ;
ANTUNES, 2005; FERRANNINI et al., 1997; TOUYZ, 2004; CAIl ; HARRISON, 2000;
TADDEI et al., 2000).

Diante das possiveis atividades biologicas promovidas pelas plantas
medicinais, entre elas propriedade antioxidante atuando na inibicdo de radicais livres
e consequentemente na prevencdo de doencas cardiovasculares, seu uso tem sido
praticado por diversas populacdes, entretanto, sdo necessarios estudos frente as
possiveis propriedades téxicas das plantas a fim de garantir a seguranca do uso
(VEIGA JUNIOR et al., 2005).

2.7 AVALIACAO DA TOXICIDADE DE PLANTAS

A “ciéncia dos venenos”. Era assim designada a toxicologia, ciéncia antiga
que hoje em dia é definida como “o estudo dos efeitos adversos de agentes
exdgenos sobre sistemas biol6gicos ou organismos vivos, incluindo o homem, tendo
como principal objetivo 0 estabelecimento da magnitude dos danos potenciais e o
uso das substancias quimicas, de forma segura” (OLIVEIRA-FILHO, et al., 2013).

As plantas possuem diversas substancias, as quais sdo amplamente
utiizadas pelo homem. Tais substancias muitas vezes podem ser toxicas,
dependendo da forma e quantidade que s&o utilizadas. A crenca de que, por ser
natural, a planta é segura, faz com que ocorra o seu uso de forma inadequada
(GOMES et al., 2001; VEIGA JUNIOR et al., 2005; ARNOUS et al., 2005), pois
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quando utilizadas para finalidades terapéuticas, formas de uso e/ou doses diferentes
daquelas utilizadas popularmente, podem levar a efeitos adversos ou toxicos que
comprometem a saude (GOMES, et al., 2001; MORGAN, 2003).

Algumas substancias produzem efeitos toxicos diretamente ou podem gerar
constituintes toxicos pela agdo enzimética nos organismos. O incidente da resposta
toxica é, portanto, dependente das propriedades quimicas e fisicas a substancia a
ser administrada, da condicdo de exposicdo e da vulnerabilidade do sistema
bioldgico ou do individuo (OGA et al., 2008).

Portanto, além de informacdes sobre eficicia, o conhecimento dos aspectos
toxicologicos das plantas é fundamental para o uso racional das mesmas. Estes
testes incluem estudos de toxicidade in vivo e in vitro (PURCHASE et al., 1998).

2.8 TOXICIDADE AGUDA

O teste de toxicidade aguda é caracterizado como um ensaio in vivo, a fim de
investigar os possiveis efeitos adversos dentro de um periodo curto de tempo apos a
administracdo de uma dose Unica ou doses multiplas dentro de 24 horas. A
aplicacdo da substancia teste se da através da via oral, mas outras vias de
administracdo podem ser escolhidas, levando em consideracéo a exposi¢cdo humana
(OGA et al., 2008).

Os testes de toxicidade aguda tém como finalidade a caracterizacdo em
relacdo a dose/resposta, identificacdo do potencial téxico em 6rgaos especificos e
identificacdo da toxicocinética, podendo ainda serem indicativos sobre 0 mecanismo
de acdo tOxica, diagnéstico e tratamento das reacdes tOxicas, estabelecendo por
meio disso as doses para estudos adicionais de toxicidade (PURCHASE, et al.,
1998; BLAAUBOER, 2003; PRIETO, et al., 2006; COECKE, et al., 2005). Podem,
ainda, ser utilizados para o calculo da Dose Letal (DLso, dose capaz de matar 50%
de uma populagéo).

Vale salientar que a toxicidade das plantas medicinais € um problema de
saude publica. A escassez de pesquisas e de normas brasileiras em relacdo ao
comércio de plantas medicinais leva ao uso nédo racional das plantas medicinais
(VEIGA JUNIOr et al., 2005).
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2.9 GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

A genotoxicidade €é compreendida como a capacidade que algumas
substancias tém de induzir alteragdo no material genético de organismo a elas
exposto. J& a mutagenicidade diz respeito a inducdo de alteracbes transmissiveis
permanentes da quantidade ou da estrutura do material genético. Esses testes
visam a verificacdo de possiveis agentes mutdgenos e carcinégenos, bem como o
estudo dos mecanismos de mutagénese e carcinogénese quimica, avaliando os
possiveis riscos para os seres humanos (SASAKI et al., 2000; WASSON, et al.,
2008).

Uma das formas de avaliar o potencial genotéxico de uma substancia é pelo
ensaio de eletroforese em gel de célula Unica, conhecido no ambito cientifico como
“‘Ensaio Cometa”, um ensaio simples, rapido, sensivel e eficiente, usado para
quantificar as lesdes e detectar os efeitos do reparo no DNA em células
individualizadas de mamiferos. Tal ensaio € baseado na medida de fragmentos de
DNA que migram em um campo elétrico (CASTANEDA et al., 2005; JIANG et
al.,2007; MUGHAL et al., 2010; PITOZZI et al., 2006).

Usualmente, as células em teste sdo englobadas em gel e espalhadas sobre
uma lamina, submetidas a uma corrente elétrica que age como uma forca,
ocasionando a migracao dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebras, para
0 exterior do ndcleo. As quebras nas moléculas de DNA podem ser de fita simples,
duplas fitas, crosslinks, sitios de reparo por excisdo ou lesfes alcali-labeis, induzidas
por agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes (CEMELI et al.,, 2009;
FORCHHAMMER et al., 2010; TSUBOQY et al., 2007; VALVERDE ; ROJAS, 2009).

Quando finalizado o processo da eletroforese, as células sédo visualizadas
através de microscopio de fluorescéncia. Quando for possivel a identificacdo do
ndcleo integro, sem danos detectaveis no seu DNA, as células sao classificadas
como normais. Em contrapartida, as células que sofreram les&o s&o identificadas
visualmente por um tipo de cauda, analogo a um cometa, formada pelos fragmentos
de DNA. Os fragmentos sao apresentados em tamanhos diferentes, sendo sua
extensdo de migracdo proporcional ao numero de quebras sofridas pelo DNA. Logo,
a aparéncia do DNA danificado assemelha-se a de um cometa, dai o0 nome do
ensaio (AZQUETA et al., 2009; JIANG et al., 2007). E possivel determinar o nivel de
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dano causado através de uma escala visual da intensidade do dano provocado ou
tamanho da cauda que vai de 0 (henhum dano provocado) até 4 (maximo de dano)
(COLLINS, 2004).

A potencialidade mutagénica de uma determinada substancia pode ser
avaliada utilizando um ensaio in vitro, denominado ensaio do micronucleo (MN),
caracterizado como um bioindicador de efeito clastogénico (quebra de
cromossomos) ou aneugénico (induz aneuploidia ou a segregacdo cromossdmica
anormal), revelando assim, a instabilidade gendémica (IAMARCOVAI et al., 2008;
LINDBERG et al., 2007; MUGHAL et al., 2010; TERRADAS, et al., 2010; THIERENS
: VRAL, 20009).

O ensaio de micronucleo € realizado em cultura de células. Apds a exposicao
celular a agentes mutagénicos, micronucleos sdo formados a partir de pequenos
fragmentos de cromossomos acéntricos (cromossomos perdidos durante o processo
de divisdo celular) que ndo foram incorporados no nucleo ou por cromossomos
inteiros que atrasaram na anafase durante a divisdo celular. Tais fragmentos sdo
envolvidos por membrana nuclear, durante a tel6fase, e aparecem como pequenos
nacleos no citoplasma, além do nudcleo principal (CEPPI et al., 2010; lamarcovai et
al., 2008; THIERENS; VRAL, 2009), exibindo perda de cromatina em decorréncia de
dano cromossd6mico estrutural ou dano do aparelho mitético ndo reparado
previamente. Os danos causados no DNA s&o expressos em micronucleos apés um
ciclo de divisdo celular (BONASSI et al., 2006; FENECH, 2000; VALENTIN-
SEVERIN et al., 2003).

Existem algumas técnicas utilizadas para analise de micronucleos, mas a
técnica que realiza o bloqueio da citocinese utilizando a citocalasina B € a Unica que
atinge dois objetivos importantes: o primeiro € que o micronucleo recém formado
permanece “preso” ao citoplasma, evitando a sua perda. O segundo objetivo esta
associado ao fato de que as células analisadas devem apresentar-se binucleadas,
facilitando a leitura das amostras. Além disso, o bloqueio da citocinese permite a
confirmacéo de que as células analisadas passaram pelo processo de divisédo celular
durante a realizacéo do teste (FENECH; MORLEY, 1985).

O aparecimento de mutacbes ocorre em todos os seres vivos, sendo um
processo fundamental para a evolugdo e a diversidade das espécies, mas podem
gerar consequéncias maléficas ao organismo, incluindo mé formagéo, cancer,

envelhecimento e morte (SILVA et al., 2003).
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Assim, para verificar o potencial genotoxico de um determinado composto,
existem esses testes, 0s quais jA& sdo bem definidos e internacionalmente
reconhecidos pelas agéncias reguladoras como parte da bateria de testes
recomendada para o registro de novos produtos que entram no mercado mundial
(HAYASHI et al., 2000).

Esses testes de genotoxicidade s&o categorizados como importantes
indicares  biolégicos. A associacdo desses indicadores bioldgicos, bem
caracterizados e quantificados, com o conhecimento dos mecanismos de ativacao
de proto-oncogenes (gene que se altera devido a uma mutagcdo ou ao aumento de
expressao génica) ou da perda de funcdo dos genes supressores de tumor, tem
fortalecido a importancia de sua realizacdo (RIBEIRO et al., 2003). Varios métodos
citogenéticos tém sido utilizados para a monitorizacdo biologica de populacdes
expostas a agentes genotoxicos e carcinogénicos, como a quantificacdo de
micronucleos e lesdes no DNA (COLLINS et al., 1997; MAC GREGOR et al., 1987).

Por todos os aspectos aqui abordado, associados aos inumeros trabalhos que
retratam diferentes atividades biolégicas de extratos de diferentes partes de M.nigra,
estudos que abordem suas atividades no sistema cardiovascular, especificamente
sobre 0s vasos sanguineos, ainda sdo escassos. Sendo assim, a elucida¢do do
efeito vasodilatador e dos mecanismos de a¢éo de diferentes extratos das folhas em
aorta toracica de ratos, bem como a toxicidade oral e a toxicidade a nivel genético,

necessitam ser melhor investigados.



34

3 HIPOTESE

Os extratos das folhas de M. nigra sdo dotados de compostos fendlicos, que
atuam induzindo vasodilatacdo na artéria aorta de ratos e n&o apresentam

toxicidade nas condi¢gOes experimentais estudadas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os constituintes, os efeitos vasculares e a toxicidade dos extratos das

folhas de Morus nigra.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar os principais compostos quimicos presentes nos extratos aquoso
(EAMN), hidroalcoodlico (EHMn) e etandlico (EEMnN) das folhas de M. nigra;

- Avaliar o efeito dos extratos de M. nigra sobre a reatividade vascular de aorta de
ratos;

- Avaliar a toxicidade aguda dos extratos de M. nigra em camundongos;

- Investigar o potencial genotoxico do extrato aquoso de M. nigra (EAMn);

- Avaliar a atividade mutagénica do extrato aquoso de M. nigra (EAMN).
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5 MATERIAL E METODOS

Os estudos e experimentos foram realizados nos laboratorios de Nutricao,
Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica, Laboratério de Biotecnologia e Farmacos,
ambos do Centro Académico de Vitdria. Ainda contamos com a colaboracdo do
Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais do Departamento de Antibiéticos, e
Laboratério de Farmacognosia do Departamento de Farmacia, ambos situados na

Universidade Federal de Pernambuco -UFPE.

5.1 MATERIAL BOTANICO

Foram coletadas folhas da espécie Morus nigra L. (figura 3) no distrito de
Frexeiras, municipio de Escada-PE., sob as coordenadas de numero 8° 23’ 14.091”
S 35° 19’ 25.104 O, no dia 21 de maio de 2018 e encaminhadas ao Herbario UFP —
Geraldo Mariz do Departamento de Botanica no Centro de Biociéncias -UFPE , onde
foi analisada pela pesquisadora Marlene Alencar, registrada sob exsicata de n°

83.483, podendo assim ser confirmada a espécie utilizada neste estudo.

Figura 3 — Morus nigra L.

Fonte: autor, 2018.
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5.1.1 Processamento do material vegetal

O material vegetal coletado (~500 g) passou por um processo de secagem de
aproximadamente 48h em estufa com temperatura constante de 50°C. Apds esse
processo de secagem, o material foi triturado com auxilio de um processador
profissional Oster®. O po6 resultante desse processo de trituracdo (~250 g) foi
armazenado em local adequado até a preparacdo dos extratos.

5.1.2 Preparo do extrato etandlico de Morus nigra L. (EEMn)

Para o preparo do extrato etandlico de Morus nigra L. foram utilizados o p6
obtido da trituracdo das folhas (50 g) o qual foi submetido a extracao por decoccgéo
na temperatura de 90°C por 15 minutos, utilizando como agente extrator solucéo
etandlica 95% (500 ml). Em seguida esse material foi agitado por aproximadamente
trés horas em mesa agitadora, filtrado e levado ao rotaevaporador por
aproximadamente 3 horas, na temperatura de 45°C (figura 4) para a separacao do
solvente. O material obtido em seguida foi liofilizado (figura 5) e armazenado até a

realizagdo dos ensaios.

Figura 4 - Rotaevaporador

Fonte: autor, 2018.
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Figura 5 - Processo de liofilizacdo dos extratos de Morus nigra L.

Fonté: autor, 20.18.
5.1.3 Preparo do extrato aquoso de Morus nigra L. (EAMN)

Para o preparo do extrato aquoso de Morus nigra L. foram utilizados 25 g do
po resultante da trituracdo das folhas, utilizando como solvente a 4gua destilada
(250 mL) a partir do processo de decoccéo por aproximadamente cinco minutos. Em
seguida o material obtido foi filtrado com papel filtro e em seguida liofilizado e
armazenado até a realizacdo dos ensaios. O extrato apresentou rendimento final de
14,35%.

5.1.4 Preparo do extrato hidroalcoolico de Morus nigra L. (EHMn)

Para o preparo do extrato hidroalcoolico de Morus nigra L. foram utilizados
25 g do po resultante da trituracdo das folhas, como solventes foram acrescidos
agua destilada e alcool respectivamente, sob as propor¢cdes de 30% e 70%. Em
seguida esse material foi macerado por aproximadamente 72 horas, onde o
sobrenadante foi filtrado por aproximadamente trés vezes até que o filtrado se
tornasse limpido. Posteriormente o material obtido foi concentrado a temperatura
inferior a 50°C em rotaevaporador e em seguida armazenado até a realizacdo dos

ensaios. O extrato apresentou rendimento final de aproximadamente 17,15%.
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5.2 ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Foram analisados o0s extratos: aquoso (EAMn), etandlico (EEMn) e

hidroalcodlico (EHMn) de Morus nigra.

5.2.1 Preparo da amostra

A amostra foi concentrada e o residuo obtido (cerca de 4 mg) foi diluido em 2

mL de metanol.

5.2.2 Preparo dos padrdes

Todos os padrdes foram utilizados na concentragéo de 1 mg/mL.

As amostras e os padrbes foram aplicados de forma manual em placas
cromatograficas de silica gel 60 - F254 (Macherey-Nagel®, Germany). As placas
foram desenvolvidas em cubas apds saturacdo com a fase moével (Quadro 1). A
cuba foi saturada durante 15 minutos, aproximadamente, a temperatura ambiente.
As bandas foram aplicadas com largura de 5 mm e com uma distancia entre elas e
das bordas das placas de 5 mm. O tamanho da largura e do comprimento das
placas cromatograficas foi de 5 cm. As amostras foram aplicadas a 5 mm da origem
e com término 5 mm do final da placa. Apés a eluicdo das placas as mesmas foram
secas a temperatura ambiente, e observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e
luz visivel em seguida foram digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas com
reagentes especificos para cada metabdlito (Quadro 1). As bandas obtidas foram

comparadas aos padrdes correspondentes.

Quadro 1 - Sistemas, reveladores e padrdes utilizados na cromatografia em camada
delgada, para identificacdo dos metabdlitos secundarios dos extratos estudados.

Classe de Metabdlito Sistema | Revelador Padréao
Taninos Hidrolisaveis FeCl, Ac. Galico
Taninos Condensados VvC Catequina
90:5:5
Flavonoides Rutina e Quercetina
AlCl; _ _
Derivados Cinamicos Ac. Clorogénico e Ac. Cafeico

Sistema 90:5:5 — acetato de etila: acido féormico: agua; FeCls: cloreto férrico a 5%; VC: vanilina
cloridrica; AICl;: cloreto de aluminio a 5%.
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5.3 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

5.3.1 Preparo da amostra

A amostra foi concentrada, e do residuo obtido foi pesado 0,1 g e diluido em
metanol para baldo volumétrico com capacidade de 25 mL. A solucéo foi levada ao
banho de ultrassom (Ultracleaner®) durante 30 minutos para completa solubilizag&o.
Ao final, foi retirada uma aliquota de 2,5 mL da solugéo para baldo volumétrico de 10
mL e o volume foi aferido com agua ultrapura. A solucao resultante foi filtrada para
vial com auxilio de filtro de PES (0,45 um; 25 mm; Chromafil®).

5.3.2 Preparo dos padrdes

Os padrdes utilizados foram: acido géalico (Sigma®), acido elagico (Sigma®) e

rutina (Sigma®).

5.3.3 Condi¢des Cromatograficas

Para andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) o sistema
utilizado foi o cromatografo Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, EUA) acoplado
a um detector de arranjo fotodiodo (DAD; Thermo Fisher Scientific) e equipado com
uma bomba binaria (HPG-3x00RS; Thermo Fisher Scientific), degaseificador, e
amostrador automatico com um loop de 20 pL (ACC-3000; ThermoFisher Scientific).
O comprimento de onda para as analises foi fixado em 270 nm. A separacdo
cromatografica foi realizada a 27 °C utilizando uma coluna Dionex® (250 mm x 4,6
mm d.i.,, 5 ym) equipada com pré-coluna Phenomenex® (C18; 4 mm x 3,9 um). A
fase médvel foi composta de agua ultrapura (A) e metanol (B), ambos acidificados a
0,05% de acido trifluoroacético, e a taxa de fluxo foi ajustada para 0,8 mL/min. O
seguinte programa gradiente foi utilizado: 0-10 min, 10-25% B; 5-10 min, 25-40% de
B; 10-15 min, 40-55% de B; 15-20 min, 55-75% B; 20-28 min, 75-10% B; 28-30 min,
10% B. Os dados foram analisados e processado usando o software Chromeleon®
6.0 (Dionex/Thermo Fisher Scientific, EUA). Os teores foram calculados de acordo

com a equacéao da reta dos padrdes utilizados.



41

5.4 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® 0037/2018 em reunidao em 02/10/2018,
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 Experimentacdo Animal (CONCEA). Foram liberados para
essa pesquisa cientifica camundongos Swiss (35-45 g), adultos, machos e fémeas e
ratos Wistar (200-300 g), adultos, machos e fémeas, ambos originarios do Biotério

do Centro Académico de Vitoria.

5.5 EXPERIMENTOS REATIVIDADE VASCULAR (EXPERIMENTO COM ORGAO
ISOLADO)

Para a realizacdo desses experimentos, foram utilizados ratos Wistar (200-
300 g). Os animais utilizados foram sacrificados por decapitacdo e, em seguida, a
artéria aorta foi isolada rapidamente e cortes transversais de aproximadamente 3 a 4
mm foram realizados. Os anéis foram acomodados em ganchos metdlicos, com
cuidado para a preservacédo do endotélio. Os ganchos metalicos foram levados para
as cubas no banho de 6rgaos, que continham solucdo de Krebs (116 mmol/L de
cloreto de Sédio — NaCl; 4,5 mmol/L de Cloreto de Potassio — KCI; 1,14 mmol/L de
fosfato monossédico — NaH,POg; 1,16 mmol/L de cloreto de magnésio — MgCl; ; 2,5
mmol/L de cloreto de calcio — CaCl,; 25 mmol/L de bicarbonato de sédio — NaHCOg;
e 11,1 mmol/L de D-glicose), a 37°C, pH7,4, continuamente gaseificada com solucéo
carbogénica (95% de oxigénio e 5% de di6xido de carbono). Um dos ganchos
metdlicos estava fixo a cuba e outro ligado ao transdutor. A tensdo isométrica de
cada anel foi registrada continuamente e arquivada utilizando o sistema de aquisi¢ao
AVS.

Alguns anéis foram gentilmente friccionados para a remogdo mecénica do
endotélio. Inicialmente, os anéis foram submetidos a uma tenséo inicial de 1,5 g, por
um periodo de estabilizagdo de 1 hora, sendo lavadas a cada 15 minutos.

Posteriormente, a integridade do endotélio foi avaliada nos anéis de aorta pré-

contraidos com fenilefrina (0,1 umol/L). O endotélio foi considerado integro quando o
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relaxamento induzido pela acetilcolina (1 umol/L) igual ou superior a 80%. O anel foi
considerado sem endotélio quando o relaxamento a esta mesma concentracdo de
acetilcolina foi de, no maximo, 10%.

Apo6s a confirmacdo da integridade do endotélio, foram construidas curvas
concentracdo-efeito cumulativas, que consistem no acréscimo cumulativo dos
extratos ao banho de 6rgaos. A partir das curvas concentracéo-efeito obtidas, foram
calculados dois parametros farmacolégicos: Efeito maximo (Emax) e pECso.O Emax
representa 0 maximo efeito produzido por uma droga em determinado tecido. O
PECso corresponde ao logaritmo negativo da concentracdo que induz 50% do efeito
maximo.

Para determinacdo do mecanismo de agao vasodilatadora dos extratos,
construidas curvas concentragao-efeito para os extratos (0,1 nmol/L a 0,1 mmol/L)
em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina (0,1 umol/L), na auséncia e na

presenca do L-NAME (inibidor ndo-seletivo da NOS, 100 umol /L).

5.6 TOXICIDADE AGUDA

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado segundo o protocolo
experimental Guideline 423 (OECD 423, 2001). Os grupos experimentais de
camundongos foram compostos por fémeas adultas jovens (fémeas nuliparas e nao
gravidas), com 8 a 10 semanas de idade, pesando entre 30 a 40g. Os animais num
total de 12, foram divididos em quatro grupos, de trés animais cada. O grupo
controle recebeu somente o veiculo (1mL/100g de peso corporal) de dgua. O grupo
EAMnN recebeu o extrato aquoso de M. nigra (2000mg/kg). O grupo EHMn, recebeu o
extrato hidroalcéolico de M. nigra (2000mg/kg). O grupo EEMn, recebeu o extrato
etandlico de M. nigra (2000mg/kg), todos através de gavagem.

A avaliacdo da toxicidade aguda tem por finalidade apontar as reacdes
adversas em curto prazo ap6s 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 14 dias e nas primeiras 24 horas apés a
administragdo de uma unica dose ou de doses multiplas (BARROS e DAVINO,
2003).



43

a) Consumo de agua e ragéo

Foi ofertada diariamente 200 mL de &gua e 100 g de ragdo labina por grupo.
Apos 24 horas, foi medido o que restou desta quantidade e este valor foi dividido
pela quantidade de animais que havia na caixa. As observacfes foram realizadas

diariamente até o 14° dia no mesmo horario.

b) Massa corporal

Os animais foram pesados em balanca digital antes do momento de
administracdo do extrato ou solucdo fisioldgica e diariamente no mesmo horario

durante os 14 dias ap0s a exposi¢ao.

c) Reacdes comportamentais

Os animais foram observados apés a administracdo da substéncia para a
identificag8o de pssiveis sinais de toxicidade. Entre os sinais estdo: alterages na
pele e no pélo, olhos, mucosas, sistema respiratorio, circulatério, nervoso autbnomo
e central, tremores, convulsdes, salivacdo, diarreia, letargia, sono e coma. Onde a
presenca de algum dos sinais é considerado indicativo de toxicidade. (OECD-423,
2001).

d) Necropsia e pesagem dos 6rgéos

ApoOs o periodo de observacdo, os orgaos (figado, pulméo, coracao, rins,
baco, adrenais e pancreas) foram removidos, analisados macroscopicamente e

pesados, a fim de identificar possiveis alteracdes.

5.7 ATIVIDADES GENOTOXICA

5.7.1 Grupos Experimentais

Os camundongos foram distribuidos em trés grupos com cinco animais
machos, organizados de acordo com os tratamentos a serem realizados. O grupo
EAMnN recebeu o extrato aquoso das folhas de Morus nigra (2000 mg/kg), o veiculo
utilizado para diluicdo dos extratos foi a agua. O grupo controle negativo (CN)

recebeu apenas agua. Os animais destes grupos receberam seus respectivos
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tratamentos por gavagem (1 mL). O grupo controle positivo (CP) para o teste de
Micronucleo recebeu ciclofosfamida (20 mg/kg — Sigma), um agente mutagénico
bastante reconhecido na literatura cientifica, por via intraperitoneal. Para o CP do
ensaio cometa, laminas preparadas com o sangue dos animais do CN foram
expostas a peroxido de hidrogénio a 200 mmol/L por 10 minutos antes da etapa de
eletroforese.

5.7.2 Coleta de material bioldgico

Apés 48 horas de tratamento, os camundongos foram anestesiados com
cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), por via intraperitoneal e 1 mL de sangue
periférico foi coletado de cada animal por puncdo retro-orbital. Logo depois, 0s
animais foram eutanasiados com uma injecéo letal da combinacdo de cetamina (300

mg/kg) + xilazina (30 mg/kg).

5.7.3 Ensaio Cometa

Por ser um teste de caracteristica fotossensivel, € necessario que todo o
procedimento apos a coleta do material seja feito em uma sala com luz vermelha
(sem a presenca da luz branca). Inicialmente, 15 uL do sangue coletado foram
homogeneizados com 100 uL de agarose de baixo ponto de fusédo (agarose LM), e o
homogenato foi depositado em laminas previamente preparadas com uma cobertura
de agarose padrdo. Estas laminas foram cobertas com laminulas e deixadas a 4°C
por 10 minutos. Apos a refrigeracao, foram retiradas as laminulas e as laminas foram
depositas em cubas (protegidas da luz) com solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10mM TRIS, 1% Triton X-100, DMSO 10%, com pH 10) durante 48 horas.
Apos a lise, as laminas foram submetidas a eletroforese em uma cuba horizontal
contendo solucéo tampao alcalino (1 M NaOH e 200 mM sal dissodico EDTA, pH 13)
por 20 minutos, com corrente de £ 300mA e diferenca de potencial de 32V. As
laminas que serviram de controle positivo foram expostas durante 10 minutos a uma
solucdo de perdxido de hidrogénio a 200 mM, diluido no tampéo de eletroforese
entre as etapas de lise e eletroforese. Depois deste tempo, o tampéao de eletroforese
foi trocado por um novo e seguiu-se o protocolo convencional do ensaio cometa.

Apos a eletroforese, as laminas foram neutralizadas durante 15 minutos em tampéo
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Tris- HCI 0,4 M, pH 7,5, fixadas por 5 minutos em alcool absoluto. As laminas foram
coradas com 100 pL de solucéo de laranja de acridina 4 pg/mL.

A avaliacdo dos possiveis danos foi realizada através do microscépio de
fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2), com objetiva de 40X, utilizando o filtro Alexa Fluor
546. Foram analisados 100 nucleoides por animal, com observacéo da relacao entre
o comprimento da cauda e o tamanho da cabeca do cometa. A classificacdo quanto
aos possiveis danos, foi feito por andlise de cada nucleoide sendo classificado em
uma de cinco classes: 0 (sem dano); 1 (pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3
(dano médio com cauda mais longa); e 4 (dano maximo). Desta forma, os valores
obtidos para cada individuo podem variar de 0O (totalmente intacta: 100 células x 0) a
400 (com dano maximo: 100 células x 4); a este valor denominados indice de Dano
(ID) por animal. Assim, o ID foi calculado seguindo a forma abaixo:

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

+ 4 (n° classe 4)

Para analisar a frequéncia de danos (FD%), que foi calculada de acordo com
a porcentagem de todos os nucleoides com algum dano (classe 1 até classe 4) em
relacdo ao total de nucleoides contados, que vai da classe 0 a classe 4 (n° total)

(Collins et al., 2008). Seguindo a formula:

[(n? total — n2 classe 0).100]

FD =
n? total

5.7.4 Teste de Micronucleo

Do sangue coletado de cada animal, foram retirados 5 uL e depositados em
lamina com laranja de acridina, cobrindo-se com uma laminula para espalhar
uniformemente o material biologico. As laminas passaram por uma preparagao
prévia para receber o material bioldgico. Inicialmente foram lavadas com detergente
neutro e agua destilada, depois foram banhadas em élcool 70% e depositas em

estuda 80°C por 15 minutos. Ainda aquecidas, espalhou-se uniformemente 10 puL de
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laranja de acridina (1 mg/mL) em cada lamina, depois foram colocadas para secar
em temperatura ambiente, por no minimo 30 minutos (ElJI et al., 1992).

Antes do micronucleo (MN), a citotoxicidade dos tratamentos foi analisada.
Para isso, 100 eritrocitos foram avaliados, contabilizando-se a propor¢do de
eritrocitos policrométicos (PCE) em relacdo ao total de eritrocitos da seguinte
maneira: PCE / (PCE + NCE), onde NCE significa eritrocitos normocromaticos.
Assim, a toxicidade de cada tratamento € indicada por uma reducao significativa
(menos de 20%) na percentagem de PCE, quando o grupo tratado € comparado
com o CN (RIBEIRO, 2003). Para o MN propriamente dito, 2000 PCE por animal
foram analisados para se quantificar a presenca de PCE micronucleados (PCEMnN)
(OCDE, 2016). A analise foi realizada em microscépio de fluorescéncia Zeiss-Imager

M2, com objetiva de 40X, utilizando o filtro Alexa Fluor 488.

5.8 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas serdo realizadas utilizando-se o programa Prisma 5.0.
A homogeneidade das variancias foi testada através do método de Bartlett. De
acordo com a homogeneidade, os dados foram analisados por meio do teste t de
Student para amostras independentes ou analise de variancia de uma via (One Way
ANOVA), seguido, se necessario, pelo teste de Newman-Keuls ou Tukey. Caso néo
assumam uma distribuicdo normal, serd empregado os testes ndo-paramétricos de
Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dun. Para as analises do consumo de racao e
agua utilizamos a andlise de variancia de duas vias (Two Way ANOVA), seguido
pelo teste de Tukey. O nivel de significancia para rejeicdo da hipétese de nulidade

sera fixado em 5% (p<0,05).
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A aplicacdo foi realizada na seguinte sequéncia: aquoso (EAMn), etandlico
(EEMn) e hidroalcodlico (EHMn) e Padréao.

Quadro 2 — Principais classes de metabdlitos encontrados nos EMn.

Flavonoides e

Derivados Cinamicos

Positivo.

Classe de Metabdlito Resultado
Taninos condensados
| EAMn || EEMn || EHMn | R
Negativo.

P-QR P-ACa/ACI

Fonte: Laboratorio de Farmacognosia — UFPE, 2019.

Um cromatograma representativo de cada amostra esta evidenciado abaixo

no comprimento de onda de 350 nm (Figura 6). Foram verificadas a presenca de

diversos picos, sendo sugerida a presenca de: derivado de acido elagico: 1 — tg =

15,05 min; rutina: 2 — tg = 18,86 min; acido elagico: 3 — tg = 20,00 min; e, derivado

flavonoidico(1): 4 — tgr = 22,5 min.
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Figura 6 — Cromatogramas das amostras em 350 nm.
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Fonte: Laboratério de Farmacognosia — UFPE, 2019.

Na figura 7 estdo representados os espectros dos picos observados apos

varredura. A confirmacdo da presenca dos compostos foi realizada mediante

comparacao dos espectros de varredura dos padrbes, tempo de retencdo e apos

coeluicdo das amostras e padroes.

Figura 7 — Espectros de varredura dos picos 1 a 4 evidenciados nos cromatograma
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Derivado de &cido elagico: 1 —tg = 15.05 min; rutina: 2 — tg = 18.86 min; &cido elagico: 3 — tg = 20.00
min; e, derivado flavonoidico(1): 4 — tg = 22.5 min.

Como é possivel observar no cromatograma da amostra aquosa em 350 nm,
h& evidéncia da presenca de maior nUmero de picos. Os espectros de varredura

estao evidenciados na figura 8. De acordo com o0s espectros observados, infere-se

gue sao compostos da classe de derivados cinamicos (1) e de flavonoides (2-5).



Figura 8 — Espectros de varredura evidenciados no cromatograma a 350 nm da

amostra EAMnN.
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Na amostra obtida com etanol, foi possivel observar a presenca de acido

galico. O espectro de varredura encontra-se evidenciado na figura 9.
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Figura 9 — Espectro de varredura evidenciado no cromatograma a 270 nm da
amostra EEMn.
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Além disso, a tabela 1 apresenta o teor dos compostos calculado nas
amostras: extrato aquoso (EAMN), extrato etandlico (EEMn) e extrato hidroalcodlico
(EHMN).

Tabela 1 — Teor dos compostos calculado no extrato de Morus nigra.

EAMN EEMn EHMn
: . . 0,09 £ 0,0005
Acido galico - (0,29) -
Acido eladico 0,24 £ 0,0024 0,48 £ 0,0018 0,18 £ 0,0010
9 (0,96) (0,38) (0,99)
Rutina 0,33 + 0,0021 0,34 £ 0,0010 0,13 £ 0,0005
(0,62) (0,30) (0,34)
Derivados 0,39 £+ 0,0006 0,15 £+ 0,0003 0,08 £ 0,0006
flavonoidicos* (0,43) (0,20) (0,72)
Derivados &cido 0,18 £ 0,0001 0,34 £ 0,0002 0,18 £ 0,0001
elagico” (0,05) (0,05) (0,05)

Os resultados foram expressos em g% (média + dp; dpr%).
g%: gramas de metabdlito por 100 g de extrato.
*Calculados como rutina; “Calculados como &cido elagico
Fonte: Laboratério de Farmacognosia — UFPE, 2019.
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6.2 REATIVIDADE VASCULAR

Como podemos observar na figura 10, o EAMn foi capaz de induzir
relaxamento em anéis de artéria aorta de ratos Wistar na presenca de endotélio
(Emax= 37,4 = 52% e pECs= 8,65 = 0,23, n=6), ndo sendo observado tal

relaxamento em anéis desprovidos de endotélio (Emax= 6,1 £ 5,5%, n=6, p<0,05).

Figura 10 - Relaxamento induzido pelo EAMn em anéis de aorta com e sem
endotélio em ratos Wistar.
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As curvas representam a resposta vasodilatadora induzida pelo extrato aquoso de M. nigra (EAMN)
na auséncia (e-) e na presenca (e+) do endotélio. Os pontos representam média + erro padrdo da
meédia, n= 6-8 experimentos realizados em preparacdes de diferentes animais. *diferenca estatistica
quando comparada ao grupo sem endotélio, p<0,05, Teste t de Student para amostras ndo pareadas.

A fim de identificarmos o mecanismo de acédo envolvido no processo de
vasodilatacdo induzido pelo EAMn, foi utilizado o inibidor da sintese do 6xido nitrico
(L-NAME) na concentracdo de 100 umol/L em anéis de artéria aorta de ratos Wistar
com endotélio intacto. Na presenca do L-NAME, o relaxamento induzido pelo extrato
foi abolido (Controle: Emax=37,4 £ 5,2% e pECsy= 8,65 £ 0,23, n=6; EAMn + L-
NAME: Emax: =-3,2 + 4,5%, n=6, p<0,05) (Figura 11).
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Figura 11 - Relaxamento induzido pelo EAMn em anéis de aorta com endotélio na
auséncia ou na presenca de L-NAME em ratos Wistar.
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As curvas representam a resposta vasodilatadora induzida pelo extrato aquoso de M. nigra (EAMN)
na presenca do endotélio, na auséncia ou na presenca de L-NAME (100 pmol/L). Os pontos
representam média + erro padrdo da média, n= 6 experimentos realizados em preparacdes de
diferentes animais. *diferenca estatistica quando comparada ao grupo controle, p<0,05, Teste t de
Student para amostras ndo pareadas.

O EHMn também induziu relaxamento de aortas com endotélio, mas ndo sem
endotélio (e+: Emax= 35,2 + 4,4% n=6; pECso= 7,68 + 0,26, n= 8; e-: Emax= 8,6 *
24,7% n=5, p<0,05) (Figura 12).

Figura 12 - Relaxamento induzido pelo EHMn em anéis de aorta com e sem
endotélio em ratos Wistar.
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As curvas representam a resposta vasodilatadora induzida pelo extrato hidroalcoolico de M. nigra
(EAMNn)na auséncia (e-) e na presenca (e+) do endotélio. Os pontos representam média + erro padrédo
da média, n= 6-8 experimentos realizados em preparacdes de diferentes animais. *diferenca
estatistica quando comparada ao grupo sem endotélio, p<0,05, Teste t de Student para amostras nao
pareadas.
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Na presenca de L-NAME, o relaxamento induzido pelo EHMn foi abolido,
(controle: Emax= 35,2 £ 4,4%, n=6; pECso= 7,69 + 0,26, n= 8 ; EHMn + L-NAME:

Emax=-7,0 + 3,2%, n=5, p<0,05), conforme mostra a Figura 13.

Figura 13 - Relaxamento induzido pela EHMn em anéis de aorta com endotélio na
auséncia ou na presenca de L-NAME em ratos Wistar
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As curvas representam a resposta vasodilatadora induzida pelo extrato hidroalcoolico de M. nigra
(EHMn) na presenca do endotélio, na auséncia ou na presenca de L-NAME (100 pumol/L). Os pontos
representam média + erro padrdo da média, n= 5-8 experimentos realizados em preparacfes de
diferentes animais. *diferenca estatistica quando comparada ao grupo controle, p<0,05, Teste t de
Student para amostras ndo pareadas.

O efeito vasodilatador também foi promovido pelo EEMn em anéis de artéria
aorta na presenca de endotélio, mas ndo nos anéis sem endotetélio (figura 14) (e+:
Emax= 29,8 £ 7,6%; pECso= 8,22 £ 0,25, n=7 ; e-: Emax=-2,9 £ 5,2%, n=4, p<0,05).
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Figura 14 - Relaxamento induzido pelo EEMn em anéis de aorta com e sem
endotélio em ratos Wistar.
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As curvas representam a resposta vasodilatadora induzido pelo extrato etandlico de M. nigra
(EEMn)na auséncia (e-) e na presenca (e+) do endotélio. Os pontos representam média + erro padrédo
da média, n= 7-4 experimentos realizados em preparagBes de diferentes animais. *diferenca

estatistica quando comparada ao grupo sem endotélio, p<0,05, Teste t de Student para amostras nao
pareadas.

Na presenca do inibidor da NOS, L-NAME, o relaxamento induzido pelo EEMn
foi abolido (Controle: Emax= 29,8 + 7,6%; pECso= 8,22 + 0,25, n=7; EEMn + L-
NAME: Emax= -14,2 *+ 4,3%, n=6, p<0,05).

Figura 15 - Relaxamento induzido pelo EEMn em anéis de aorta com endotélio na
auséncia ou na presenca de L-NAME em ratos Wistar.
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As curvas representam a resposta vasodilatadora induzida pelo extrato etandlico de M. nigra (EEMn)
na presenca do endotélio, na auséncia ou na presenca de L-NAME (100 umol/L). Os pontos
representam média + erro padrdo da média, n= 6 experimentos realizados em preparacdes de
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diferentes animais. *diferenca estatistica quando comparada ao grupo controle, p<0,05, Teste t de
Student para amostras ndo pareadas.

N&o houve diferenca no Emax quando os extratos foram comparados entre si,
em preparacdes com endotélio (EAMn: Emax= 37,4 = 5,2%, n=6; EHMn: Emax=
35,2 + 4,4%, n=6; EEMn: Emax= 29,8 + 7,6% n=7). Porém, a pECsy, do EAMn foi
maior que a do EHMn (EAMnN: pECsp= 8,65 * 0,23, n=6; EHMn: pECsy= 7,68 % 0,26,
n= 8 ; EEMn: pECso= 8,21 + 0,24, n=7, p<0,05) (Figura 16).

Figura 16 - Relaxamento induzido pelos EMn em anéis de aorta com endotélio em
ratos Wistar.
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As curvas representam a resposta vasodilatadora induzido pelos extratos das folhas de M. nigra
(EMn) na presenca do endotélio. Os pontos representam média + erro padrdo da média, n= 6-8
experimentos realizados em preparacdes de diferentes animais. *Difereca estatistica quando
comparado ao grupo EAMn. ANOVA de uma via, seguida do teste de Tukey.
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6.3 TOXICIDADE ORAL AGUDA

No presente estudo, ndo foram observadas alteracdes na pele e no pélo,
olhos, mucosas, sistema respiratorio, circulatério, nervoso autbnomo e central,
tremores, convulsdes, salivacdo, diarreia, letargia, sono e coma ou 6bito dos animais
apos tratamento com os extratos de M. nigra (EAMn, EHMn e EEMn) nas condi¢des

experimentais utilizadas, sendo considerada a estimativa da DLsy superior a
2000 mg/kg.

6.3.1 Avaliacdo da Massa Corporal e dos Orgaos

Ao final dos 14 (quatorze) dias, os 6rgdos (coracdo, figado, pulmdes, rins,
baco, adrenais e péancreas) foram removidos e pesados, e sequencialmente
analisados macroscopicamente quanto a coloracdo, consisténcia, presenca de
petéquias ou pontos hemorragicos. Nao foram observados sinais de alteracdo em
nenhum dos érgaos avaliados.

N&o houve diferenca da massa corporal entre os animais do grupo controle e

as dos animais dos grupos de tratados com a dose de 2000 mg/kg (figura 17).

Figura 17 - Efeito da administracédo oral em dose Unica dos extratos de M. nigra L.
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Massa dos camundongos fémeas apés administracdo por via oral em dose Unica (2000 mg/kg) dos
extratos aquoso (EAMn), hidroalcodlico (EHMn) e etandlico (EEMn) sobre a massa corporal em
camundongos Swiss fémeas. Os valores representam as médias (n=3/grupo).
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Em relagcdo a massa dos orgaos, foram calculadas a massa absoluta (g) e
relativa (%) de cada um dos 6rgdos. Nas condi¢cdes experimentais utilizadas, ndo
foram evidenciadas alteracfes significativas quanto a massa relativa de nenhum dos
orgaos, com excecdo da massa absoluta, os grupos EAMn e EEMn, que foram

maiores (Tabela 2).

Tabela 2. Massa absoluta (g) e relativa (%) dos 6rgdos de camundongos fémeas
Swiss apos teste de toxicidade oral aguda dos extratos de M.nigra administrado em

dose Unica de 2000 mg/Kg (n=3/grupo).

Orgaos Controle EAMn EHMn EEMn
(2000mg/kg) (2000mg/Kg) (2000mg/kg)
Coracdo (g) 0,275%0,026 0,215+0,014 0,255+0,041 0,227 0,005
Coracéo (%) 0,713+0,049 0,537 £0,042 0,650 £ 0,092 0,620 £ 0,031
Figado (§) 2,273+0,010 2,842+0,122° 2,641 +0,126 2,709 + 0,068
Figado (%) 6,006 +£0,278 7,170 +0,412 6,803 £ 0,193 7,436 + 0,352
Rins (g) 0,462 + 0,012 0,544 + 0,026 0,522 + 0,042 0,561 + 0,015
Rins (%) 1,221 +£0,086 1,367 £0,084 1,337 = 0,081 1,533 £ 0,070
Pulmbes (g) 0,219+0,016 0,316 + 0,043 0,256 + 0,029 0,284 £ 0,019
Pulmbdes (%) 0,577 +£0,038 0,790 + 0,104 0,653 £+ 0,062 0,777 £0,071
Baco(g) 0,217 +0,010 0,238 +0,005 0,209 +0,009 0,235 + 0,011
Baco (%) 0,563 +0,015 0,593 0,018 0,533 £ 0,013 0,640 + 0,047
Adrenais (g) 0,030 +0,002 0,040 +0,0003 0,042 £+ 0,005 0,036 + 0,003
Adrenais (% 0,079 +0,005 0,093 £ 0,003 0,107 £ 0,012 0,097 + 0,009
Pancreas (g) 0,247 £0,018 0,293 +0,011 0,333 £ 0,050 0,267 £ 0,013
Pancreas (%) 0,650+ 0,050 0,733 +0,035 0,853 £ 0,115 0,730 £ 0,060

*Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, p <0,05).
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6.3.2 Avaliacdo do Consumo de Agua e Ragéo

Em relacdo ao consumo de agua, 0s grupos nao apresentaram diferencas
estatisticas quando comparados ao grupo controle (Figura 18). Quanto a0 consumo
de racéo, foi observado um aumento no grupo EAMn, quando comparamos ao grupo
controle (Figura 19).

Figura 18 - Consumo de agua dos camundongos fémeas ap0s administracdo por via
oral em dose Unica (2000 mg/kg) dos extratos das folhas de Morus.
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Efeito da administracdo em dose Unica (Teste toxicidade oral aguda 14 dias) dos extratos aquoso
(EAMN), hidroalcodlico (EHMn) e etandlico (EEMn) sobre o consumo de &gua por camundongos
Swiss fémeas. Os valores representam as médias (n=3/grupo).

Figura 19 - Consumo de racédo dos camundongos fémeas apds administracao por
via oral em dose Unica (2000 mg/kg) dos extratos das folhas de Morus nigra L.
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Efeito da administracdo em dose Unica (Teste toxicidade oral aguda 14 dias) dos extratos aquoso
(EAMN), hidroalcodlico (EHMn) e etandlico (EEMn) sobre o consumo de ragcdo por camundongos
Swiss fémeas. Os valores representam as médias (n=3/grupo). *Estatisticamente diferente do grupo
controle (ANOVA de duas vias seguido pelo pés-teste de Tukey, p <0,05).
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6.4 GENOTOXICIDADE

Como os efeitos maximos dos extratos foram semelhantes, optou-se por
prosseguir o teste de genotoxicidade apenas com o0 extrato aquoso de M. nigra,
devido a sua maior poténcia e ao fato de que este € o extrato usado popularmente.
De acordo com a tabela 3, é possivel identificar que ndo houve diferencas
significativas entre o grupo EAMn em comparac¢do com o controle negativo (CN) em

nenhum dos testes realizados.

Tabela 3 — Resultados dos testes de micronucleo e ensaio cometa.

Testes
MN(%) ID(%) FD (%)
GRUPOS Média (DP) Média (DP) Média (DP)
CN 4,4 (1,14) 55 (13,62) 32,0 (5,56)
cP 33,4 (13,08) 351 (31,31) 100,0 (0,00)
EAMn 4,8 (1,78) 57 (15,18) 34,4 (6,10)

MN: micronucleo; ID: indice de dano pelo ensaio cometa; FD: frequéncia de dano. Valores expressos
em percentagem; DP: desvio padrdo; CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; EAMn: Extrato
Aquoso M. nigra.

N&o houve diferenga significativa entre o grupo tratado com EAMn e o
controle (CN) (Figura 20).

Figura 20 - Frequéncia de eritrocitos policromaticos com microndcleos em
camundongos tratados com EAMn ou ciclofosfamida.
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Cada ponto representa um animal (n=5) do grupo. CN: controle negativo. CP: controle positivo
(ciclofosfamida 25 mg/kg i.p.). EAMn: Extrato aquoso M. nigra (2000 mg/kg v.o0.). HPC: eritrécitos
policromaticos. Numeros sobre barras representam os valores de p, Mann-Whitney.
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Em relagdo a frequéncia de dano observada perante a administracdo do
EAMn (figura 21) ndo houve diferenca entre os grupos EAMn e CN.

Figura 21 - Avaliagédo da Frequéncia de Dano em camundongos tratados com
EAMN ou ciclofosfamida.
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Cada ponto representa um animal (n=5) do grupo. CN: controle negativo. CP: controle positivo
(ciclofosfamida 25 mg/kg i.p.). EAMn: Extrato agquoso M. nigra (2000 mg/kg v.0.). NUumeros sobre
barras representam os valores de p, Mann-Whitney.

Em relacdo ao indice de dano do grupo EAMn (figura 22), ndo foram
observados danos na dose e condicbes experimentais utilizadas quando

comparamos ao CN.

Figura 22 - Avaliac&o do indice de Dano em camundongos tratados com EAMn ou
ciclofosfamida.
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Cada ponto representa um animal (n=5) do grupo. CN: controle negativo. CP: controle positivo
(ciclofosfamida 25 mg/kg i.p.). EAMn: Extrato aquoso M. nigra (2000 mg/kg v.0.). Nimeros sobre
barras representam os valores de p, Mann-Whitney.
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7 DISCUSSAO

Fitoquimica

As plantas medicinais vém sendo utilizadas como importante recurso no
tratamento e prevencado de doencgas. No entanto, para que haja o uso racional das
mesmas, se faz necessario conhecer a sua constituicdo quimica e avaliar a sua
eficacia e toxicidade. Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar os principais
constituintes presentes nos extratos das folhas de Morus nigra L., bem como os
efeitos vasculares e a sua toxicidade.

O estudo dos metabolitos secundarios de plantas tem se desenvolvido
aceleradamente nos ultimos anos. Estes compostos sdo conhecidos por cumprirem
um importante papel na adaptacdo das plantas aos seus ambientes, bem como
representam uma fonte importantissima de substancias farmacologicamente ativas
(FUMAGALI et al., 2008).

Diversas espécies de plantas produzem uma grande diversidade de
metabolitos secundarios que muitas vezes possuem um grupo fenol, ou seja, um
grupo hidroxila em um anel aromatico (LIU et al., 2018). Esses metabdlitos sao
classificados como compostos fendlicos, dentre os quais se destacam o0s
flavonoides, os acidos fendlicos, os taninos, as ligninas e os tocoferéis (SHAHIDI,
1995).

Para a identificacdo das principais classes de metabdlitos dos extratos das
folhas de M. nigra, foram utilizados dois métodos analiticos bastante descritos na
literatura: Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), que possibilitaram a identificagdo das classes de metabdlitos
e o0 teor dos principais compostos presentes em cada tipo de extrato estudado,
respectivamente. Neste estudo, foi possivel observar que os extratos das folhas de
M. nigra possuem perfil fitoquimico semelhante. Foi possivel evidenciar a presenca
de taninos hidrolisaveis, derivados cindmicos e flavonoides nos trés extratos.
Especificamente a partir da CLAE, foram evidenciados quatro picos, 0s quais
possuem 0 mesmo tempo de retencdo nos trés extratos, fato que garante a
semelhanca quanto ao perfil fitoquimico.

O extrato etandlico apresentou teor consideravel de acido elagico (AE), rutina
e derivado &cido elagico. Apresentando, em menor teor, acido galico e derivados

flavonoidicos. Porém foi o Unico extrato que apresentou acido galico, caracteristica
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que pode estar associada ao método de extracao utilizado. O extrato hidroalcoolico
apresentou teor relevante de diversos compostos sendo &cido elagico e derivados
acido elagico com maiores proporcdes. Ja o extrato aquoso apresentou maior teor
de derivados flavonoidicos, rutina, acido elagico e derivados &acido elagico
destacando-se dos demais extratos analisados.

Alguns compostos identificados corroboram com os achados de outros
trabalhos. ROSA et al. (2016) verificou que o extrato aquoso das folhas de M. nigra
apresentou alcaloides, depsideos e depsidonas (compostos fendlicos), saponinas e
taninos. No estudo de DE QUEIROZ, et al. (2012) foi visto a presenca de
flavonoides, taninos, cumarinas, triterpenos e esteroides no extrato hidroalcoolico
das folhas de M. nigra. Através do extrato etandlico das folhas dessa espécie,
ALMEIDA et al. (2011) identificaram a presenca de fendis, flavonoides, esteroides e
terpenoides.

Os taninos, um grupo de compostos fendlicos, foram compostos encontrados
em nossa triagem fitoquimica. Os mesmos tem sido empregados na medicina
tradicional para o tratamento de diversas doencas, como diarreia, hipertenséo
arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, distUrbios grastrointestinais
(azia, nausea, gastrite e Ulcera gastrica), problemas renais e do sistema urinario e
nos processos inflamatérios em geral (SERRANO, J. et al., 2009). Esses compostos
apresentam diversas acfes farmacolbégicas, dentre elas, bactericida, fungicida,
antiviral, citotoxica, cicatrizante, antimutagénica e antioxidante (OKUDA T. et al.,
2005; SERRANO, J. et al., 2009; QUIDEAU S. et al., 2011). Os taninos podem ser
classificados quanto a sua estrutura quimica em dois grupos: taninos hidrolisaveis e
taninos condensados. Os taninos hidrolisaveis sao poliésteres da glicose e
classificados, dependendo do acido formado de sua hidrdlise, em taninos gélicos ou
taninos elagicos, enquanto os taninos condensados sao constituidos por monémeros
do tipo catequina e conhecidos por flavonoides (PI1ZZI, 1993).

O &cido gélico foi identificado apenas no EEMn e é considerado derivado do
acido chiguimico, um intermediario do metabolismo secundéario de plantas, sendo
ainda um componente importante na formagéo de taninos hidrolisaveis em plantas
(GRUNDHOFER et al., 2001; FERNANDES; SALGADO, 2016). Estudos apontam as
atividades biologicas promovidas pelo &cido gélico, entre elas: antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatorio e efeito anti-idade na pele (GOW-CHIN et al., 2002;
CHAIKUL et al., 2019).
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Foram ainda encontrados nos extratos compostos derivados cinamicos. O
acido cindmico também chamado de acido 3-fenil-2-propendico € um composto
fendlico natural presente em alimentos e vegetais. Os derivados cinamicos séo
comuns em plantas, sendo a maioria deles na forma de ésteres de acucar e acido
quinico ou como glicosideos (GEISSMAN et al., 1968). Tal composto possui uma
ampla aplicacdo terapéutica, além de baixa toxicidade, possuindo uma comprovada
atividade antimicrobiana, antifingica, antitumoral, bem como acéo anti-inflamatoria,
antidiabética, antihiperglicémica, antibacteriana, antioxidante, entre outras
(EKMEKCIOGLU et al., 1998; TAWATA et al.,, 1996; NAM et al., 2001; SHARMA,
2011).

Os flavonoides, outro grupo de compostos fendlicos, sdo responsaveis por
inimeras funcbes nas plantas, como protecdo contra raios ultravioleta, insetos,
fungos, virus e bactérias, e sdo capazes de proporcionar a atracdo de animais
polinizadores. Dentre as suas atividades farmacoldgicas, estéo atividade antitumoral,
anti-inflamatoria, antiviral, antioxidantes, entre outras (AGRAWAL, 2011; OLIVEIRA,
et al., 2002; HEIM et al., 2002; MELLOU et al., 2005; SHASHANK et al., 2013;
SELVARAJ et al., 2013; SIMOES et al., 2007, FLAMBO, 2013.). Quanto as
atividades farmacologicas promovidas por subgrupos de flavonoides e alguns dos
seus representantes encontramos no estudo de CRITCHFIEL et al. (1996), atividade
antiviral, promovida pela acacetina, juntamente com a amentoflavona descrita por
SHUANG-CHENG et al. (2001); a buteina, apresentando atividade anti-inflamatoria
descrita por CHAN et al., (1998); hesperidina, descrita por OKAMURA et al., (1994)
identificando a capacidade antioxidante; Quercetina e a rutina (composto identificado
nos extratos), foram descritos por possuirem atividade anti-inflamatoria,
antioxidante, antitumoral e antimicrobiana (FORMICA et al., 1995; FERRANDIZ e
ALACARAZ, 1991; BEIL et al., 1995; YOO et al.,, 2014; PIMENTEL et al., 2013;
VISKUPICOVA et al., 2010; ALONSO-CASTRO et al., 2013).

A rutina, um dos principais representantes flavonoidicos encontrados nos
extratos, € derivada de uma flavona natural encontrada em abundancia em trigo
sarraceno (Fagopyrum esculentum), bem como em outras plantas, como aspargos e
frutas citricas (NGUYEN et al., 2013). Diversos estudos in vitro e in vivo ja foram
descritos sobre a rutina, a fim de avaliar seu efeito antioxidante, pelos ensaios de
reducdo do radical DPPH, ABTS, capacidade de reducao férrica (RIBEIRO et al.,
2010; SANTOS et al., 2014; OLIVEIRA, 2015; NGUYEN et al., 2013). Em teste in
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vivo realizado por AL-REJAIE et al. (2013) foi comprovado que, apdés a
administracao da rutina em grupo de animais que recebia dieta rica em colesterol, foi
possivel observar a diminuicdo dos niveis de MDA e de H,0, , além do aumento na
expressdo dos genes da enzima glutationa redutase (Gr) e glutationa peroxidade

(Gpx) no tecido hepético, comprovando a atividade antioxidante desse flavonoide.

Outro grupo de compostos fendlicos encontrado no presente estudo foi o
acido elagico e derivados éacido elagico, os quais podem ser encontrados em
diversas plantas em sua forma livre ou na forma de elagitaninos (que sao
considerados componentes estruturais da parede da célula vegetal). O acido elagico
(AE) e seus derivados estéo presentes em frutas como amora, morango, framboesa,
mirtilo, uva, cereja, dentre outras, estando presente ainda na rom&, nozes,
améndoas, sementes e bebidas fermentadas. (VATTEM; SHETTY, 2005;
LANDETTE, 2011; GALANO et al., 2016). Alguns estudos apresentam uma grande
variedade quanto aos efeitos biol6gicos promovidos pelo AE como: atividade
antimutagénica, antioxidante, anti-inflamatéria, anti-cancer, anti-viral, antibacteriana,
gastroprotetora, cardioprotetora, anti-aterosclerética, anti-hepatotéxica e anti-
replicagédo de HIV (VATTEM; SHETTY, 2005; CELIK et al., 2013; GALANO et al.,
2016; LANDETTE, 2011). Tais propriedades bioldgicas tornam o AE um agente
promissor no combate a doengas crénicas, como a hipertenséo arterial (YILMAZ e
USTA, 2013).

Os compostos fendlicos sdo responsaveis por varias atividades bioldgicas,
entre elas atividade antioxidante, pela capacidade de inibir a formacéo de radicais
livres (SINGH et al.,, 2018). O aumento destas substéncias estd associado a
algumas doencas, como por exemplo, as doencas cardiovasculares, tais como a
hipertensédo arterial. A andlise fitoquimica dos extratos neste estudo apresentou
teores consideraveis de compostos fendlicos, o que pode ser associada as
atividades bioldgicas descritas neste trabalho.

Reatividade Vascular

Este é o primeiro trabalho que mostra o efeito vasodilatador dos extratos das

folhas de M. nigra em artéria aorta de ratos isolada.
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Por ser uma camada Unica que recobre o limen dos vasos, 0 endotélio é
responsavel pelo controle do ténus vascular, sendo ainda capaz de produzir
mediadores que participam na vasodilatacdo quanto na vasoconstriccdo. A
vasodilatacdo € mediada pela prostaciclina, pelo EDHF e pelo 6xido nitrico (NO),
sendo esse considerado o mais eficiente. O 6xico nitrico é produzido pela NO-
sintase, que converte a L-arginina em L-citrulina, ativando consequentemente a
enzima citosélica guaniliil-ciclase solavel (GCs) que produz guanosina-monofosfato-
ciclico (GMPc), amplificando a vasodilatacdo (VANE, et al., 1990; CARVALHO, et
al.,2001; ARNOLD et al., 1977).

Diante disso, por ser considerado um importante agente mediador para a
vasodilatacdo, o NO é fundamental para a funcdo do endotélio vascular, uma vez
que sua diminuicdo podera estimular a disfuncdo endotelial. Portanto, a disfungéo
esta associada a diversas doencas cardiovasculares, tais como hipertenséo arterial,
aterosclerose, doenca arterial corondria, entre outras doencas como diabetes,
cancer, obesidade ou ainda no processo de envelhecimento (SIES, 1991; ZANESCO
; ANTUNES, 2005; FERRANNINI et al., 1997; TOUYZ, 2004; CAIl ; HARRISON,
2000; TADDEI et al., 2000).

Neste estudo, foi possivel observar que os trés extratos (EAMn, EHMn e
EEMn) promoveram relaxamento da artéria aorta de ratos. Este efeito pode estar
relacionado a presenca de compostos fendlicos nos extratos. Alguns estudos
mostraram que, quando comparada a outras espécies do mesmo género, M. nigra
apresenta maiores teores de compostos fendlicos e com atividade antioxidante
(ERCISLI e ORHAN, 2007; GUNDOGDU et al., 2011). Os flavonoides promovem
efeito vasodilatador no musculo liso da aorta de ratos, bem como séo responsaveis
pela diminuicdo dos niveis séricos de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
diminuicdo da agregacao plaquetaria e possuem acédo antioxidante (DUARTE et al.,
1993; ANDRIAMBELOSON, et al., 1997).

Extratos de outras espécies do género Morus também induzem vasodilatacéo.
O extrato acetato de etila das folhas de Morus alba L. induziu relaxamento de artéria
aorta de ratos, via bloqueio do canal de calcio dependente de voltagem (XIA et al.,
2008). POTHINUCH et al. (2017) observaram que o extrato das folhas de Morus spp.
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induziu vasodilatagdo em artéria basilar de suinos, o que foi atribuido a presenca de

compostos fendlicos no extrato.

Para a investigacdo da participacdo do NO como um dos principais agentes
envolvidos no efeito vasodilatador propiciado pelos extratos nos anéis adrticos com
endotélio, foi utilizado o inibidor ndo seletivo da NOS, o L-NAME. O L-NAME, na
concentragcdo utilizada, aboliu totalmente o relaxamento do vaso em anéis com
endotélio induzido pelos trés extratos. Sendo assim, podemos dizer que 0s extratos
induzem relaxamento via NO. No estudo de KURNIATI et al. (2014) foi verificado
qgue o relaxamento induzido pelo extrato etandlico das folhas de Morus alba L. em

ratos e coelho também foi dependente do 6xido nitrico.

Sendo assim, os extratos das folhas de M. nigra induziram relaxamento em
anéis de artéria aorta de forma dependente do endotélio, fato que pode estar
associado a presenca de metabdlitos, tais como flavonoides que sao considerados
importantes agentes antioxidantes, atuando como carreadores de radicais livres,
desempenhando um papel importante na prevencédo de doencas cardiovasculares.
No entanto, outros estudos sdo necessarios para a garantia do uso eficaz e seguro

desses extratos.
Toxicidade Oral Aguda

Dentre os meios fundamentais para validar a seguranca e eficacia das plantas
medicinais, estdo os estudos toxicologicos, 0s quais sdo métodos que podem ajudar
a garantir o uso desses produtos naturais. Diante disso, foi avaliada a toxicidade in
vivo dos extratos EAMn, EHMn e EEMn das folhas de M. nigra, pelos protocolos da
OECD 423.

No decorrer do estudo de toxicidade oral aguda dos extratos, na dose de
2000 mg/kg, os EAMn, EHMn e EEMn néo provocaram mortalidade nem morbidade
nos animais, bem como ndo foram observadas alteracdes morfolégicas a nivel
macroscopico dos o6rgdos analisados (figado, coracédo, pulméo, pancreas, rins,
adrenais e bago), pois 0s mesmos ndo apresentaram mudancas quanto a sua
coloragdo e consisténcia, nem petéquias ou pontos hemorragicos. Sendo assim,

pelo método de classes, os extratos de M. nigra se enquadram na classe 5
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(substancia com DLsy superior a 2000 mg/kg e menor que 5000 mg/kg), sendo
considerados de baixa toxicidade (OECD-423, 2001).

Segundo MELLO (2001) os sinais de toxicidade sdo definidos a partir da
reducdo do desenvolvimento ponderal, além da reducdo nos consumos de agua e
racdo, apatia, ma& condicdo da pelagem, pelos arrepiados e alteracbes de
comportamento. Quanto ao consumo de agua e racao, MUKINDA; EAGLES (2010)
enfatizam que a analise desses fatores em uma experimentacao animal é importante

para investigar a seguranca das substancias estudadas com intuito terapéutico.

Sendo assim, a partir da analise do consumo de ra¢do e agua dos animais
deste estudo, foi constatado um aumento no consumo de ragcdo no grupo tratado
com o extrato aquoso das folhas de M. nigra (EAMn) quando comparados ao grupo
controle. Por outro lado, o consumo de 4gua e massa corporal ndo apresentaram
alteracdes. Contudo, esse aumento especificamente do consumo de alimento pode
ser justificado pelo estudo de MIRANDA et al. (2010), a qual realizou experimentos
com humanos, especificamente com mulheres, administrando o cha das folhas de
M. nigra para o tratamento do climatério, ocasionando em seguida aumento do
apetite, gases e diurese. Dessa forma, essa diferenca quanto ao aumento do
consumo de ragéo, pode ser considerada um indicativo de toxicidade, necessitando

nesse caso de mais estudos.

Tais dados se contrapdem com o estudo de toxicidade subcrénica do cha das
folhas de Morus nigra, administrado durante 30 dias por via oral em ratos, realizado
por OLIVEIRA et al. (2013), no qual houve diferenca estatistica em relacdo ao

aumento do consumo de liquido, e ndo no consumo de ragao.

Ao compara as massas absoluta e relativa dos érgdos entre 0s grupos, nao
foram encontradas diferencas significativas, com exce¢do da massa absoluta do
figado dos grupos EAMn e EEMn apresentando maior massa quando comparados
ao controle. O aumento da massa do figado pode estar associado a proliferacdo de
células hepaticas, tais como os hepatécitos, podendo ainda indicar processo
inflamatorio, bem como ser indicio de hepatotoxicidade. Sendo assim, estes indicios

devem ser investigados mais profundamente, visto que pode ser indicativo de
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alguma complicacédo local, contudo, estudos histopatolégicos e bioquimicos deverao
ser realizados a fim de entender as possiveis alteracdes.

Outros dados descritos na literatura abordam estudos toxicologicos frente a
diferentes extratos das folhas do género Morus, bem como através de diferentes

vias de administracao.

Em relacdo a espécie M. Nigra, estudos foram realizados quanto a sua
toxicidade por diferentes vias de administracdo. No estudo de FIGUEREDO (2017)
foi realizado estudo de toxicidade oral aguda com extrato etandlico das folhas de M.
nigra e, na dose administrada (2000 mg/kg), ndo foram observadas alteracbes
importantes. No estudo de ALMEIDA et al. (2011) foi realizada a administracao via
oral e intraperitoneal do extrato etandlico das folhas de M. nigra nas doses
5000mg/kg e 2000mg/kg respectivamente, ndo foram observados sinais de
mortalidade e toxicidade. FIGUEREDO et al. (2018) atravées dos testes de toxicidade
aguda e subaguda do extrato etanodlico das folhas de M. nigra mostrou que nédo
houve apresentacédo de toxicidade e mortalidade. Tais dados corroboram em parte

com os achados do presente estudo.

No que diz respeito ao extrato das folhas de Morus alba L. outra espécie
pertencente ao género Morus, OLIVEIRA et al. (2015) realizou a toxicidade oral
aguda do extrato etandlico nas doses de 300mg/kg e 2000mg/kg, e observou
turgidez de tubulos contorcidos nos rins, presenca de infiltracdo de leucdcitos ao
redor da veia centrolobular do figado e alta dispersdo da polpa branca do baco,
ambos visualizados através de andlise microscopica. Por outro lado, o extrato
apresentou baixa toxicidade uma vez que ndo foram registrados o6bitos, porém
alteracdes bioquimica, hematoldgicas e histopatolégicas foram apresentadas, o que
indica cautela quanto ao seu uso. No estudo de PEREIRA et al. (2013) o extrato
hidroetandlico das folhas de M. alba foi administrado oralmente durante seis dias

(300 mg/kg/dia) ndo sendo observados indicios de toxicidade.

Através do resultado da toxicidade oral aguda obtido no presente estudo,
guando comparados a outros descritos na literatura, fica evidente que analises
posteriores deverdo ser realizadas para que haja uma maior seguranca quanto ao

uso e a dose a ser administrada, pois segundo VEIGA JUNIOR et al. (2005) diversas
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substéancias isoladas de vegetais considerados medicinais podem possuir atividades
citotdxicas ou genotdxicas, podendo estar relacionada a incidéncia de tumores.

Genotoxicidade

Os meétodos utilizados nos testes de genotoxicidade sdo o ensaio de
micronlicleo e o ensaio cometa considerados importantes biomarcadores de
citogenética, usados para detectar possiveis danos induzidos por substancias em
teste nos cromossomos. Um composto é definido como genotdéxico quando a
frequéncia de micronucleos em animais tratados € estatisticamente superior ao do
controle negativo (OCDE 474, 2016).

Sob as condi¢Bes experimentais deste estudo, foi possivel observar que, no
teste de microndcleo, o EAMn nédo induziu sinais de toxicidade. Também no ensaio
cometa, que objetiva detectar quebras na fita simples do DNA (KUMARAVEL e JHA,

2006), o EAMn néo induziu alteracdes, sugerindo que o EAMn ndo é genotoxico.

Outros estudos investigaram a genotoxicidade de espécies do género Morus.
Em seu estudo, LI et al. (2018) realizaram o teste a partir do extrato aquoso das
folhas de Morus alba L. e constataram que néo apresentou genotoxicidade evidente;
OLIVEIRA et al. (2016) utilizou o extrato etandlico das folhas de M. alba em
diferentes concentracdes (75, 150 e 300mg/kg) por via oral, o qual nao foi
genotdxico, podendo ser considerado seguro nesse aspecto. No trabalho de YILMAZ
et al. (2019) utilizou-se os frutos da Morus nigra 0s quais nao apresentaram
atividade genotoxica, por outro lado, apresentaram-se como genoprotetores,

reduzindo a frequéncia de microndcleo induzido pela mitomicina C (MMC).

Portanto, nas condi¢cbes experimentais utilizadas nesse estudo, o EAMn né&o
provocou alteracdo no material genético do organismo a ele exposto, bem como nao
foi capaz de induzir alteracGes transmissiveis permanentes da quantidade ou da

estrutura do material genético.
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8 CONCLUSAO

Os extratos das folhas de Morus nigra L. (EAMn, EHMn e EEMn) induziram
efeito vasodilatador em aorta de ratos de maneira depende de endotélio, efeito
possivelmente promovido pelos compostos fendlicos presentes nos extratos. Além
disso, o extrato aquoso nao induziu sinais de toxicidade nem de genotoxicidade nas

condicbes experimentais utilizadas.
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