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Seguranca do extrato aquoso das sementes de Aleurites moluccana (L.)

Willd. em ensaios in vitro e in vivo

RESUMO

As plantas sdo utilizadas popularmente como alternativa a medicamentos, entretanto, muitas
espécies vegetais ndo possuem sua toxicologia elucidada. A falta desses estudos em conjunto
com a capacidade das plantas apresentarem efeitos adversos alertam para essa pratica que
pode colocar em risco a saude de seus consumidores. Aleurites moluccana, pertence a familia
Euphorbiaceae e possui uma semente popularmente conhecida como “noz da india” que é
utilizada como fonte de emagrecimento, entretanto, ndo h& estudos que comprovem a
seguranca da sua ingestdo. Neste sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial da
toxicidade oral, citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade em ensaios in vitro e in vivo
do extrato aquoso das sementes de Aleurites moluccana (EASAM). No teste de toxicidade
oral aguda uma dose de 2000 mg/kg de EASAM foi administrado oralmente uma Unica vez a
ratas Wistar e foram observadas durante 14 dias. Para a toxicidade oral a curto prazo, cometa
e microndcleo os animais foram tratados durante 28 dias e foram estabelecidos um grupo
controle negativo, trés grupos teste tratados com as doses de 100; 50 e 25 mg/kg do EASAM
e um grupo controle positivo tratado com ciclofosfamida para o ensaio de micronucleo. Além
disso, somente para a toxicidade oral a curto prazo foi adicionado um grupo satélite tratado
com a dose de 100 mg/kg e seu controle negativo tratado com solucdo salina que foram
mantidos em observacdo durante 14 dias apds o término do experimento a fim de observar
efeitos toxicos tardios, persistentes ou reversiveis. Para o teste de Ames foram utilizadas as
concentracdes de 5000; 1500; 500; 150 e 50 pg/placa frente as linhagens TA97a, TA98, TA
100 e TA 1535 com e sem ativacdo metabolica e as mesmas concentragdes foram utilizadas
para o ensaio do MTS frente a células tumorais (Hela e SiHa) e ndo-tumorais (Vero). No teste

de toxicidade oral aguda 0 EASAM apresentou uma DLsy > 2000 mg/kg sendo avaliado como



pouco toxico. No teste de toxicidade oral a curto prazo, os animais que receberam as doses de
100, 50 e 25 mg/kg do EASAM ndo apresentaram alteracGes bioquimicas, hematoldgicas,
histopatoldgicas e sinais clinicos de toxicidade. No teste do cometa e microndcleo, as doses
administradas do EASAM néo causou danos ao DNA das células ou aumentou o nimero de
micronucleo nos eritrdcitos dos animais quando comparado ao controle negativo. Além disso,
as concentracdes avaliadas do EASAM ndo apresentou potencial mutagénico in vitro pelo
teste de Ames, pois 0 IM < 2. No ensaio de citotoxicidade, a dose de 5000 pg/placa do
EASAM na maior concentracdo reduziu mais de 50% da viabilidade celular de todas as
linhagens, e, nas menores concentracdes, manteve a viabilidade das linhagens tumorais
reduzidas (65 — 95%). De acordo com os resultados deste trabalho, 0 EASAM nas condicGes e
concentracdes avaliadas, ndo apresenta toxicidade oral aguda ou a curto prazo, potencial
mutagénico in vitro e in vivo e genotdxico in vivo, mas demonstra um potencial

antiproliferativo.

Palavras-chave: Produtos naturais, Citotoxicidade, Genotoxicidade, Mutagenicidade. Noz da

india.



Safety of aqueous extract of Aleurites moluccana (L.) Willd seeds in vitro and

in vivo assays
ABSTRACT

Plants are popularly used as an alternative to medicines, however, many plant species do not
have their elucidated toxicology. The lack of these studies together with the ability of plants
to have adverse effects warns of this practice that may endanger the health of their consumers.
Aleurites moluccana, belongs to the Euphorbiaceae family and has a seed popularly known as
"India nut™ which is used as a source of weight loss, however, there are no studies proving the
safety of its intake. In this sense, the objective of this work was to evaluate the potential of
oral toxicity, cytotoxicity, mutagenicity and genotoxicity in vitro and in vivo assays of
aqueous extract of Aleurites moluccana (EASAM) seeds. In the acute oral toxicity test the
dose of 2000 mg/kg EASAM was orally administered once to Wistar rats and was observed
for 14 days. For short term oral toxicity, comet and micronucleus the animals were treated for
28 days and was established a negative control group, three test groups treated with doses of
100; 50 and 25 mg/kg EASAM and a positive control group treated with cyclophosphamide
for the micronucleus assay. In addition, only for short-term oral toxicity was added to a
satellite group treated with the 100 mg/kg dose and its negative saline-treated control that was
kept under observation for 14 days after the end of the experiment to observe late, persistent
or reversible toxic effects. For the Ames test the concentrations of 5000 were used; 1500; 500;
150 and 50 pg/plate against TA97a, TA98, TA 100 and TA 1535 strains with and without
metabolic activation and the same concentrations were used for the MTS assay against tumor
(Hela and SiHa) and non-tumor (Vero) cells. In the acute oral toxicity test, the EASAM
presented at LD50 > 2000 mg/kg and was evaluated as little toxic. In the short-term oral
toxicity test, animals receiving doses of 100, 50 and 25 mg/kg of EASAM showed no
biochemical, hematological, histopathological alterations and clinical signs of toxicity. In the
comet and micronucleus test, the administered doses of EASAM did not cause DNA damage
to cells or increase the number of micronucleus in the erythrocytes of animals when compared
to the negative control. In addition, the concentrations evaluated of EASAM did not show in
vitro mutagenic potential by the Ames test, because the IM < 2. In the cytotoxicity assay, the
5000 pg/plate dose of EASAM at the highest concentration reduced the cell viability of all
strains by more than 50%, and at the lowest concentrations maintained the viability of the
reduced tumor strains (65 - 95%). According to the results of this work, EASAM at the

evaluated conditions and concentrations does not present short term oral toxicity, in vitro and



in vivo mutagenic potential and in vivo genotoxic, but demonstrates an antiproliferative

potential.

Keywords: Natural Products. Cytotoxicity. Genotoxicity. Mutagenicity. Noz da india
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas hé séculos para alimentacdo e também como fonte de terapia
natural. Essa Ultima préatica foi baseada no estudo empirico que se estabeleceu e foi passada
para as geracOes seguintes. Chegando ao cenario atual, onde o alto custo, as reaces adversas
e a insatisfacdo com a eficdcia dos medicamentos sintéticos, acompanhado pela admiragdo do
“mundo verde” e a crenga errbnea que todos produtos advindos de plantas sdo considerados
seguros, contribuiram para a grande aceitacéo dos produtos naturais (EKOR, 2014).

A capacidade das plantas atuarem de forma similar a medicamentos esta relacionada
aos principios ativos, os metabdlitos secundarios, que sdo produzidos para melhor adaptacao
da espécie e sobrevivéncia. Entretanto, esses metabdlitos apesar de apresentarem um controle
genético durante a sua producdo, podem sofrer interacbes e apresentar efeitos adversos
(NIERO et al., 2003).

Em meio a esse ambito, a familia Euphorbiaceae € uma das principais familias da flora
brasileira, contém diversos compostos biologicamente ativos, como: flavonoides, saponinas,
terpenos, ésteres e alcaloides, tornando-a fonte de estudos (DE OLIVEIRA-JUNIOR et al;
MAVUNDZA et al., 2018). Dentro dessa familia encontra-se a Aleurites moluccana, uma
planta de porte médio, natural da Indo-Maléasia, bem aclimatada em regides tropicais,
largamente explorada e utilizadas tradicionalmente na alimentacdo (HEYNE, 1987).

No uso medicinal, A. moluccana popularmente ja foi descrita para o tratamento de
diversas doencas: Ulceras, asma, conjuntivite, gonorreia, inflamagdo, entre outros.
Cientificamente, destacam-se as partes aéreas, sendo comprovada a atividade anti-
inflamatoria, antitumoral, antivirais, antibacteriana, analgésica e para cicatrizacdo de feridas
(CESCA et al., 2012; HOEPERS et al., 2015; QUINTAO et al., 2011).

Outra parte de A. moluccana utilizada na medicina popular sdo as sementes,
conhecidas também como “noz da India”. E consumida como fonte de emagrecimento e a
recomendacdo do uso é continua até a perda de peso desejavel: inicialmente uma semente
deve ser partida em oito pedagos e consumido um pedaco por dia, depois outra semente deve
ser partida em quatro pedacos e consumido um pedaco por dia e assim sucessivamente, até o
consumo de uma semente inteira ao dia, prometendo a perda de até 12 quilos em um més.

Entretanto, em fevereiro de 2016 o Departamento de Toxicologia do Mato Grosso do
Sul publicou uma nota técnica alertando sobre potencial toxico da semente. Posteriormente, a

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em fevereiro de 2017 proibiu a
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fabricacdo, comercializagdo, distribuicio e a importacdo da “noz da India” por indicios de
toxicidade e a trés dbitos relacionados com o consumo da semente, porém, essa decisdo se
baseou em evidéncias e ndao a comprovacgdes cientificas (CIVITOX-MS, 2016; ANVISA,
2017)

H& diversos estudos na literatura que asseguram o uso de plantas como fonte
medicamentosa sob determinadas condigdes, entretanto, esses estudos ndo foram feitos para
todas as plantas que sdo utilizadas, apresentando um risco a salde da populacdo que fazem
uso rotineiro e especulativo destes produtos desconhecendo sua toxicologia, como tem sido o
caso das sementes A. moluccana.

Neste sentido, elucidar as atividades bioldgicas e os dados toxicoldgicos, fornecendo
dados confiaveis sobre essas plantas tornou-se alvo de diversos pesquisadores, institui¢oes e
agéncias governamentais. Considerando a falta de estudos sobre a semente de A. moluccana e
0 seu uso popular como fonte de perda de peso, o presente trabalho tem como objetivo
assegurar a pratica do uso da “noz da India”, empregando os modelos internacionalmente
recomendados para avaliagdo da toxicidade oral aguda, toxicidade oral a curto prazo,

genotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Euphorbiaceae
A revisdo de literatura referente a familia Euphorbiaceae encontra-se na forma de

manuscrito, disponivel no Apéndice 5.1 ( paginas 39 — 41 ) desta dissertacao.

2.2 Aleurites moluccana (L.) Willd.
A revisdo de literatura referente a Aleurites moluccana encontra-se na forma de

manuscrito, disponivel no Apéndice 5.1 ( paginas 41 — 48 ) desta dissertacao.

2.3 Estudos toxicologicos

As plantas sdo utilizadas como fonte alternativa a medicamentos e a agdo terapéutica
que elas podem apresentar é atribuida aos seus metabolitos secundarios. Os metabolitos
secundarios sdo controlados geneticamente, entretanto, interagdes bioquimicas, fisioldgicas,
ecoldgicas e até mesmo evolutivas podem causar alteragdes nessa producao e esses compostos

podem entéo apresentar efeitos adversos (NIERO et al., 2003).
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Quando somamos o fato do Brasil ser uma das maiores fontes de principios ativos,
com a utilizacdo de plantas como fonte medicinal e a crenca que produtos naturais nédo
produzem efeitos tdxicos, temos um nimero preocupante de pessoas que sdo acometidas. O
Sistema Nacional de Informagdes Toxico-Farmacologicas (SINITOX) no ano de 2016
registrou 592 casos de intoxicacdo humana por plantas no pais (SINITOX, 2018). Entretanto
esse nimero pode ser ainda maior, primeiro pelo fato da notificacdo por eventos toxicoldgicos
ndo ser obrigatoria no Brasil e também por algumas notificacBes alegarem agente toxico
desconhecido (CAMPOS et al., 2016).

Nesse contexto, os estudos toxicologicos pré-clinicos surgem de forma preditiva, pois
permitem avaliar os efeitos toxicos da amostra e também vantajoso, pois possibilita o controle
em relacdo as condicgdes de exposicao, grupo exposto e a determinacdo dos efeitos decorrentes
da exposicéo aguda e cronica (SILVA et al., 2012).

Estes estudos que visam analisar a seguranca e desenvolvimento de um novo farmaco
sdo regulados por trés principais agéncias: A americana, cuja entidade reguladora é a Food
and Drug Administration (FDA), a europeia, cuja entidade reguladora é European Medicines
Agency (EMA) e a asiatica, cuja entidade reguladora é a Pharmaceuticals and Medical
Devices Agency (PMDA) entretanto, elas seguem critérios especificos que diferem conforme
asuaregido (DENNY; STEWART, 2013).

Para minimizar as diferencas e harmonizar a aplicagcdo das diretrizes, 0s requisitos
técnicos, 0s ensaios realizados e a sua interpretacdo, em 2008, essas trés agéncias criaram um
compéndio. Neste, foi estabelecido orientacbes e fornecido ferramentas necessarias para o
desenvolvimento do ensaios toxicologicos pré-clinicos através do The International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) (ICH, 2008). No ambito brasileiro, a ANVISA,
membro regular do ICH desde o ano de 2016, elaborou dentro dos requisitos necessarios um
guia para a conducdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica
necessarios ao desenvolvimento de medicamentos (ANVISA, 2013).

Assim os estudos incluidos avaliam a toxicidade por dose Unica (aguda), toxicidade
por doses repetidas, genotoxicidade, carcinogenicidade, imunotoxicidade e toxicidade
reprodutiva, caso necessario, ensaios mais especificos podem ser requeridos. Com a conducéo
desses ensaios, espera-se determinar se houve efeitos toxicos nos orgaos-alvo, a relacéo dose-
resposta, a dose segura a ser administrada, o intervalo terapéutico, a reversibilidade,
persisténcia ou efeito tardio. Além da possibilidade de quantificar os biomarcadores

hematoldgicos, bioguimicos, alteracGes fisiologicas, avaliagdes micro e macroscopicas, entre
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outras informacdes que servirdo de critério e orientacdo para os estudos clinicos (NUGENT;
DUNCAN; COLAGIOVANNI, 2013).

Para a escolha dos métodos utilizados nos ensaios deve-se levar em conta as
informacdes toxicoldgicas e a relevancia que os dados obtidos possuem no estudo. O processo
de selecdo das espécies é efetuado em fungdo das semelhancas morfoldgicas, fisioldgicas e
bioquimicas existentes entre os humanos e os respectivos modelos, além disso, a via de
administracdo, o “n” da amostra, a selecdo das doses sdo também decisdes fundamentais para

dar maior confiabilidade a pesquisa (EMA, 2007).

2.3.1 Toxicidade oral aguda

A forma de como conduzir os ensaios de toxicidade oral aguda sofreram
alteracdes ao longo dos anos. O grande impasse que causou as discussdes e alteracdes foi em
relacdo ao “Teste DLsp”, que consistia em descobrir a dose que causa a morte de 50% do
animais. Inicialmente, esse teste foi introduzido para avaliar substancias que seriam
administradas a seres humanos, como a digitallis e a insulina, mas gradativamente o teste foi
tornando-se pré-requisito de varias agéncias reguladoras como a FDA e em 1981, a
Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD) incorporou o teste DLsg
em sua diretriz de toxicidade oral aguda, sendo conhecida como OECD 401 (CRETON et al.,
2010).

Porém, a quantidade de animais utilizada e principalmente a preocupacdo com o bem-
estar animal levou ao refinamento dessa diretriz nos anos posteriores, e atualmente, existem
trés testes que sdo recomendados. O Teste De doses Fixas (OECD 420), o Método da
Toxicidade Oral Aguda de Classe (OECD 423) e o Teste “Up and Down” (OECD 425). S&o
trés metodologias com caracteristicas diferentes que podem ser observadas na Tabela 1 e a
escolha do método deve ser feita com base na proposta cientifica e regulatéria (CRETON et
al., 2010).

Em sintese, os testes de toxicidade oral aguda tem como objetivo avaliar a toxicidade
de uma amostra quando esta é administrada em uma ou mais doses durante um periodo nédo
superior a 24 h, seguido de observacdo dos animais por 14 dias apds a administracdo. E
utilizado como um rastreio inicial de toxicidade, permitindo estimar a dose letal (DLsg) €
classificar a amostra (Tabela 2) de acordo com os critérios do Globally Harmonised System
(GHS) (ANVISA, 2013; 2016).
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Durante os 14 dias em que o0s animais estdo em observacdo, deve-se monitorar o
consumo de &gua, consumo de racao, peso e também todos os sinais clinicos, sugeridos por
Malone e Robichaud (1962):

1. Estado consciente: atividade geral do animal dentro da caixa;

2. Atividade e coordenacdo do sistema motor: resposta ao toque, ao aperto da cauda,

ao endireitamento e a forca para agarrar;
Reflexos: Resposta ao estimulo auricular e corneal;

4. Atividades sobre o sistema nervoso central: tremores, convulsdes, cauda em

straub, sedacéo e/ou anestesia;

5. Atividade sobre o sistema nervoso autbnomo: Observacdo de lacrimacgéo, cianose,

ptose, salivacdo e/ou piloerecdo;

Tabela 1. Diretrizes e principios dos 3 métodos de avaliacdo de toxicidade oral aguda segundo
a OECD.

Teste de Dose Fixa  Toxicidade aguda de classe ~ Teste “Up and down”
OECD 420 OECD 423 OECD 425

Dose inicial estimada
Fixas de 5, 50, 300 e 2000 (175 mg/kg) fator de

mg/kg — 3 animais por dose progressdo de 3.2 — 1

Fixas de 5, 50, 300 e
Dose 2000 mg/kg -

animais por dose )
animal

Identificar a menor -
o Identificar a menor dose que _
Principio dose que causa _ Estimar DLsg
o ) cause letalidade
toxicidade evidente

1. Estimar a faixa da ) _
1. Faixa estimada da

DLso; 1. Faixa estimada da DLsy; -
50
o 2. Observar os sinais 2. Sinais de Toxicidade oral o -
Objetivo o 2. Sinais de Toxicidade
da toxicidade oral aguda;
oral aguda;
aguda; 3. Orgdos-alvo.

3 3. Orgaos-alvo.
3. Orgaos-alvo.

OECD: Organisation for Economic Cooperation and Development; LDsy: Dose letal
mediana. Fonte: Adaptado de BOTHAM, 2004.
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Tabela 2. Critérios para classificacdo de substancias de acordo com o teste de toxicidade oral
aguda segundo o Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de

produtos quimicos.

Extrema Alta Moderada Pouca Improvavel
Toxicidade
Categorial  Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5
Dose em mg/kg <5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 <2000 - 5000

Fonte: Adaptada de ANVISA, 2016.

2.3.2 Toxicidade oral a curto prazo

Também abordada como toxicidade por doses repetidas, esse teste tem como objetivo
avaliar o perfil de toxicidade da amostra através de administracdes consecutivas aos animais
por um tempo determinado. A escolha desse tempo é dependente da exposicdo humana a
substancia teste, mas usualmente, os protocolos recomendam a administracdo por 28 ou 90
dias (ANVISA, 2013; OECD, 2008b).

Da mesma forma da toxicidade oral aguda, os animais sdo monitorados quanto o
consumo de agua, racdo, peso e os sinais clinicos sugeridos por Malone e Robichaud (1962).
Também é recomendado que as administracfes sejam feitas pontualmente no mesmo horério
durante o experimento. Testes de toxicidade oral a curto prazo, devido o tratamento com a
amostra ser prolongado, a avaliacdo toxicoldgica é mais completa, pois é possivel analisar
além das alteracGes fisiologicas e morfoldgicas, os dados hematolégicos, perfil bioquimico e
histopatologia, fornecendo informagdes dos efeitos toxicos e até identificando seus 6rgaos-
alvo (KOUADIO et al., 2014).

Além disso, os dados observados nesse estudo, devem permitir: a indicacdo da relacao
dose-resposta; a determinacdo da dose de efeitos ndo observaveis (NOEL); a determinacdo da
dose de efeitos adversos ndo observaveis (NOAEL) e a administragdo com menor dose com
efeito observado (LOEL) (ANVISA, 2013; OECD, 2008b).

Ainda, a adi¢do do chamado “grupo satélite” ao ensaio, permite verificar se houve
efeitos tdxicos tardios, persistentes ou reversiveis. Ao final dos 28 dias de tratamento, 0s
demais grupos sdo submetidos a eutanasia e andlises necessarias sdo feitas, mas o grupo

satélite ainda fica em observacdo por mais 14 dias, sem tratamento, decorrido esses dias, €
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feito a eutanasia, as analises e essas sdo comparadas também aos anteriores, permitindo a

identificacdo de alguma variagdo (OECD, 2008b).

2.3.3 Toxicologia genética

A toxicologia genética é o ramo da ciéncia que estuda os agentes ou substancias que
podem danificar o DNA e os cromossomos da célula. Esses agentes sdo provenientes da
poluicdo, como efluentes industriais, pesticidas e resultantes da incineracdo de lixos; da
radiagdo, como exposicdo a raio-X; endogenos, como Oxido nitrico e radicais livre de
oxigénio; provenientes da dieta, gerados durante o preparo dos alimentos, e também
resultantes dos metabolitos secundarios, provenientes do metabolismo das plantas (DA
FONSECA; PEREIRA, 2013).

Nesse ambito, ha dois termos que sdo muito abordados e que frequentemente sdo
confudidos: genotoxicidade e mutagenicidade. A genotoxicidade é um termo usado na
genética para descrever uma substancia que tem efeito sobre o material da célula (DNA,
RNA) afetando a sua integridade. Entretanto, esse efeito pode ser revertido pelos mecanismos
existentes que protegem a integridade do genoma como o reparo direto, reparo por excisao de
base, reparo por excisdo de nucleotideos, reparo por incompatibilidade e reparo de rupturas de
fita Gnica/dupla do DNA (EKER et al., 2009; NAGARATHNA et al., 2013).

Quando esses mecanismos ndo conseguem reverter o dano e ele é permanente, entdo a
substancia é denominada mutagénica. Podendo desenvolver o cancer e outros processos
crénicos degenerativos, quando mutam células somaticas e serem herdaveis quando mutam
células germinativas. Conclui-se que todo composto mutagénico é genotoxico, mas nem todo
composto genotoxico € mutagénico (MAGDOLENOVA et al., 2014).

Existem varios ensaios que sao capazes de detectar substancias que potencialmente
podem causar genotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade. Esses ensaios podem ser
conduzidos com metodologias in vivo, como o teste do cometa e do micronucleo e também in
vitro, como o teste de Ames e 0 ensaio do MTS. S&o amplamente utilizados na pesquisa
cientifica e aceitos/recomendados por agéncias e corporacdes governamentais (ANVISA,
2013).

2.3.3.1 Teste de Cometa — Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)
O teste do cometa foi criado por Ostling e Johanson em 1984, esta metodologia
utilizava-se tampdo neutro que permitia a detecgdo de danos causados somente no DNA de

fita dupla, posteriormente, em 1988 Singh e colaboradores adaptaram a metodologia de forma
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a utilizar uma solucdo de tampéao com o pH acima de 13 que ampliou a deteccdo tanto para os
danos na fita dupla quanto em fita simples, sitio &cali-labeis, locais de reparo por exciséo e
crosslinks (COLLINS, 2014; OECD, 2014a)

Atualmente, o teste do cometa é teste um dos métodos mais rapido, sensivel e
confidvel para avaliacdo de danos genotoxicos, podendo detectar até os danos mais baixos.
Além disso, pode ser utilizada como amostra qualquer tipo de célula eucaridtica obtida de
sangue animal ou humano, células de hemolinfa de moluscos e insetos, espermatozoides,
tecidos animais desagregados, levedura além de ndcleos liberados do tecido vegetal. Ainda, é
importante ressaltar que os danos analisados pelo cometa ainda sdo passiveis de correcdo e 0
ensaio também é usado em estudos de reparo do DNA (AZQUETA; COLLINS, 2013,
MOHAMED et al., 2017).

O principio do teste consiste em incorporar as células apos o tratamento com a amostra
na agarose, desnatura-las, lisa-las e depois submeté-las a eletrofose com o pH alto, dessa
maneira, qualquer fragmento de DNA que tenha sido danificado terd um peso menor e saira
da sua posicao celular original e migrara junto com a corrente elétrica. Os fragmentos que sdo
transportados pela eletroforese resultam em uma imagem que remete a um cometa, com
cabeca e cauda, como pode ser observado na Figura 1, originando assim o termo ensaio do
cometa (GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015).

A intensidade da migracdo, ou seja, o tamanho da cauda formada, refletird a
quantidade de material lesionado. Para visualizacdo utiliza-se microscépios de fluorescéncia
com auxilio de corantes fluorescentes como brometo de etidio, iodeto de propidio e Syber
Green, ou podem ser analisados em microscopia éptica usando corantes como nitrato de prata
ou Giemsa, a Figura 2 demonstra as classes de danos que os cometas podem ser classificados
(BUCKER; CARAVALHO; ALVES-GOMES, 2006).
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Direcdo da migracdo

Comprimento Comprimento da cauda e %
da cabeca de DNA na cauda

Figura 1 — Estrutura do DNA apos corrida eletroforética, similar a um “cometa” com cabega ¢

comprimento da cauda proporcional ao material lesionado. Fonte: GONTIJO; TICE, 2003.
I II I v
Figura 2 — Classe de danos do DNA, com as 4 categorias que indicam o grau de les&o, sendo

I: dano baixo, Il: dano médio, 3: dano alto e 4: dano total. Fonte: BUCKER: CARAVALHO:
ALVES-GOMES, 2006.

2.3.3.2 Teste do micronucleo

O teste do micronucleo foi desenvolvido em 1971 por Schmid e colaboradores e
posteriormente foi modificado por Heddle em 1983, é aplicado para avaliacdo dos agentes
mutagénicos e eventualmente para aberragdes cromossémicas, possui uma facil interpretagdo
e tornou-se um dos métodos mais desenvolvidos, sendo recomendado por agéncias e
corporagdes governamentais para determinacdo de seguranca de produtos (SPONCHIADO et
al., 2016).
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Os micronucleos sdo pequenos nucleos, envoltos por camada nuclear localizados no
citoplasma de células na fase de interfase (Figura 3). Sdo formados por fragmentos
cromossémicos ou cromossomos inteiros que nao se ligaram as fibras do fuso durante o processo
de divisdo celular e com isso ndo foram inclusos no nucleo das células filhas, indicando um dano
no material celular. Os agentes que causam a sua formacdo podem ser: aneugénico, quando
causam perda/separacdo ou clastogénicos quando fragmentam os cromossomos (Figura 4)
(HEDDLE et al., 1983).

. d
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Figura 3- Eritrocitos normocromaticos (A) e policromaticos (B) obtidos da medula dssea de
ratos Wistar, a seta indica o eritrocito policromatico micronucleado. Fonte: RABBANI;
DEVI, 2010.

Perda anafasica

DUPLICACAO DO DNA

!

Quebra
cromossomica

Mecanismo de formagdo do Micronticleo. Por Eneida de Moraes Marcilio Cerqueira

Figura 4 — Formacdo dos microndcleos por agentes aneugénicos e clastogénicos.
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No teste do micronucleo, preferencialmente, deve-se utilizar células que estejam em
elevadas e constantes taxas de divisdo, como os eritrocitos, pois além de apresentarem alta
rotatividade, s@o anucleados e diferenciam-se durante o processo de maturacdo celular em
eritrocito policromatico (EPC — eritrécito jovem, RNA positivo com presenca do ribossomo)
e normocromatico (ENC — eritrécito maduro, RNA ausente e presenga de hemoglobina). Apos
0 processo de preparacdo e coloracdo das ldminas, é possivel verificar a diferenca entre eles
como observado na Figura 5, permitindo avaliar se os micronucleos formados sdo nas células
jovens produzidas ap6s o inicio do tratamento com a amostra ou nas células maduras que
provavelmente foram produzidas antes do tratamento (RIBEIRO; SALVADORI; ARQUES,
2003).

O~
Figura 5 — Eritrocito policromatico (EPC) e eritrocitos normocromatico (ENC). Fonte:
Adaptado de ALMEIDA, 2012.

Para andlise dos resultados € feito uma contagem de 2000 células policromaticas
verificando a frequéncia dos micronucleos, a simples interpretacdo dos resultados € uma das
vantagens do ensaio, além de ser financeiramente econémico, pode ser feita in vitro e in vivo

e também permite avaliar a citotoxicidade (ARALDI et al., 2015)

2.3.3.3 Teste de Ames

Este método é um teste in vitro e utiliza linhagens de Salmonella Typhimurium,
auxotroficas para histidina, que apresenta diferentes mutacfes no operon desse aminoacido, o
gue as torna incapazes de crescer na auséncia do mesmo. O ensaio também pode ser
encontrado como “Ensaio de reversdo” pois, as novas mutacdes no local dessas mutagdes pré-
existentes, ou nas proximidades dos genes, que acontecerd no caso da amostra ser mutagénica,

podem restaurar a fungdo do gene e permitir que as células sintetizem histidina e entéo estas
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células recém-mutadas podem crescer na auséncia de histidina e formar colénias (MARON e
AMES, 1983).

Para ampliar a deteccdo do teste, adiciona-se ao mesmo o que ¢ chamado de “fragdo
S9” que sdo enzimas de metaboliza¢do provenientes de células do figado de rato. A adicdo
dessa fragdo permite identificar também os mutagenos de acdo indireta, ou seja, 0s que serdo
mutagénicos apds sua metabolizacdo, além disso, ha um controle negativo, que é geralmente o
diluente da amostra e um controle positivo, um mutidgeno conhecido, para dar mais
confiabilidade ao teste (MARON E AMES, 1983).

As linhagens de Salmonella Typhimurium utilizadas nesse teste sdo derivadas da
parental LT2 e séo capazes de detectar dois tipos de mutagédo: deslocamento no quadro de
leitura ou frameshift (Figura 6) e substituicdo por pares de base (Figura 7). Além disso, ha
mutacdes adicionais nessas linhagens que conferem maior sensibilidade ao teste e permite a
confirmacéo dos seus genotipos (Tabela 3) (AMES; LEE; DURSTON, 1973).

ACG AGG ACU GCA UAC CA... Normal Translation
! ‘¥ 9 !

Thr Arg Thr Ala Tyr

A CGA GGA CUG CAU ACC A.. +1Frameshifted
| Y J L T ] 1 T J L Y J 1 T ] Tra|15|a1;ign
Arg  Gly Leu His Thr

AC GAG GAC UGC AUA CCA... -1Frameshifted
1 Y ] 1 T J L T J L T J | T J Tmnsla‘tian
Glu Asp Cys lle Pro

Figura 6 — Mutacdo do tipo deslocamento do quadro de leitura (frameshift). Fonte:

www.esciencecentral.org.
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trocado

Figura 7 — Mutacdo do tipo substituicdo de pares de base. Fonte: www.slideplayer.com.br.

Tabela 3. Caracteristicas e muta¢des adicionais das linhagens de S. Typhimurium utilizadas no
teste de Ames.

Mutacdo na parede

Linhagem Tipo de mutacgéo Plasmideo
celular
Deslocamento do quadro de
TAST leitura (frameshift) rfa PKM101
Deslocamento do quadro de
TA 98 leitura (frameshift) rfa PKM101
TA 100 Substituicao de par de base rfa pKM101
TA 102 Substituicao de par de base rfa pKM101 e pAQ1
TA 1535 Substituicdo de par de base rfa -
Deslocamento do quadro de
TA 1537 leitura (frameshift) rfa i
TA 1538 Deslocamento do quadro de fa i

leitura (frameshift)

Rfa: mutacGes que causam deformidade na camada de lipopolissacarideos (LPS) da parede
celular bacteriana, tornando-a mais permeavel. pKM101: plasmideo que aumenta o sistema
de reparo do tipo error-prone e confere resisténcia a ampicilina. pAQ1: plasmideo que

amplia o numero de sitios especificos para a mutagénese e confere resisténcia a tetraciclina.
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Atualmente o teste de Ames é o teste in vitro amplamente reconhecido e indicado,
fazendo parte de recomendacgfes de grandes 6rgéos e corporagdes, como a ANVISA, OECD,
SBMCTA, além disso, para um screening mutagénico as linhagens TA98 e TA100 com e
sem ativacdo metabdlica sdo as indicadas para testes preliminares, pois possuem capacidade
de detectar grande parte dos agentes mutagénicos, ja para testes gerais de mutagenicidade,
deve-se utilizar também as linhagens TA97 e TA1537 e, quando necessario a linhagem
TA1535 ou TA102 (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

2.4 Citotoxicidade e 0 Ensaio do MTS

Um composto é considerado potencialmente citotoxico quando pode induzir a morte
celular ou apresentar efeitos negativos nas funcdes celulares (RISS; MORAVEC; NILES,
2011). As células podem responder de duas formas a um efeito toxico: reversivelmente,
quando é privada de nutrientes e fatores de crescimento ou irreversivelmente, quando as
células se diferenciam, entram em apoptose ou senescéncia (FRESHNEY, 2001). Na
avaliacdo da citotoxicidade, pode-se utilizar diferentes parametros, geralmente os ensaios que
testam essa atividade, examinam endpoints que podem indicar: alteracdo morfoldgica e
replicacdo das células, colapso da barreira de permeabilidade celular, efeitos nas membranas
celulares das organelas e funcdo mitocondrial reduzida (HODSGSON et al., 2004).

O ensaio MTS é um exemplo de teste que pode ser aplicado para avaliar a
citotoxicidade, detecta somente células vivas e o sinal gerado € dependente do grau de
ativacdo dessas células. O método tem como base um processo quimico que pode ser
observado na Figura 8. As células que estdo vivas vao utilizar o MTS, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio, um sal solivel em 4&gua de
coloracdo amarela, como substrato e vao reduzi-lo através da clivagem do anel pela atividade
de desidrogenases mitocondriais, presentes e funcionais exclusivamente nas células vivas, a
um produto de cor roxa e insolivel em &gua, o sal formazan 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-
difenilformazan. Desta forma, pode-se através da mudanca de cor, visualizar as células
metabolicamente ativas e viabilidade das amostras sd0 mensuradas via espectrofotometria
pelo leitor de ELISA (VELLONEN; HONKAKOSKI; URTTI, 2004).

. E um teste amplamente aplicado e um dos mais sensiveis quanto a exposicio das
células a substancias toxicas. E colorimétrico, e como caracteristica dos mesmos, sdo rapidos
e precisos (RISS et al., 2016). Além disso, possibilita empregar diferentes tipos de linhagens
com caracteristicas exclusivas, que permitem verificar a seletividade da amostra. Por

exemplo, a utilizacdo das linhagens HelLa e SiHa permitem verificar se a amostra possuli
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seletividade para células tumorais, ja a linhagem Vero, obtidas do tecido epitelial dos rins de
macacos, permite avaliar se ha a acdo sobre células saudaveis (BARBOSA et al., 2015).
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Figura 8 — Reducéo quimica e colorimétrica do sal tetraz6lio MTS em Formazan.

3 OBJETIVOS
GERAL
Avaliar a toxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade do extrato aquoso da semente
de Aleurites moluccana (EASAM) em modelos in vitro e in vivo.

ESPECIFICOS

e Realizar o screening fitoquimico do EASAM,;

e Estimar a DLsy do EASAM através da metodologia de toxicidade oral aguda “Up-
and-Down Procedure’”:

e Avaliar o potencial toxico sisttmico do EASAM através da metodologia de
toxicidade oral por doses repetidas durante 28 dias, através dos parametros
comportamentais, bioquimicos, hematoldgicos e histopatoldgicos;

e Avaliar o potencial mutagénico in vitro e in vivo do EASAM através do Teste de
Ames e Teste de Micronucleo, respectivamente;

e Auvaliar o potencial genotdxico in vivo do EASAM através do Teste do Cometa;

e Auvaliar a citotoxicidade in vitro do EASAM através do Teste de Reducdo do MTS
com as células HelLa, SiHa e VERO.
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Resumo
Aleurites moluccana, pertencente a familia Euphorbiaceae que € uma das familias
mais abundantes e heterogéneas dentro das angiospermas, tendo destaque tanto na
economia, quanto na ornamentacdo e na alimentacdo. A. moluccana € natural da
Indo-Malasia, mas se introduziu em diversos paises e no Brasil adaptou-se bem ao
sul e ao sudoeste. E conhecida popularmente por diversos homes, como: “Castanha

Purgativa”’,” Castenheira”, “Nogueira da india” e “noz da india”. Quanto a sua

morfologia, é considerada uma arvore de porte médio e contém um fruto com
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sementes grandes de aspecto aspero e oleoso. Seu clima favoravel é o tropical, no
entanto, se desenvolve também em regifes subtropicais e até mesmo secas, quanto
ao solo é capaz de se estabelecer em solos barrosos, areia, encostas e até
barrancos. A adaptacdo dessa planta a diversas condi¢cdes € uma das explicacdes
da sua ampla distribuicdo geografica. A. moluccana teve uma vasta exploracédo e
todas suas partes como as folhas, cascas, tronco, seiva, sementes s&o
tradicionalmente utilizadas para diversos fins: alimentacdo, ornamentacéo,
habitacdo. Além disso, uma area que A. moluccana tem grande destaque € na
medicina popular. S&o multiplos os relatos sobre seu potencial medicamentoso,
como no tratamento de Ulceras, conjuntivite, inflamacéo, cicatrizagdo e analgésica.
Devido a esse potencial relatado, essa planta tem se tornado objetivo de estudos
sobre seus componentes quimicos a fim de encontrar esses metabdlitos secundarios

que possuem essas atividades farmacoldgicas.

Palavras-chave: Noz da india. Plantas medicinais. Atividades biologicas.

Aleurites moluccana (L.) Willd.: General characteristics, pharmacology and

phytochemical.

Abstract
Aleurites moluccana, belonging to the Euphorbiaceae family, is one of the most
abundant and heterogeneous families within the angiosperms, with emphasis on the
economy, as well as on ornamentation and food. A. moluccana is native to Indo-
Malaysia but has been introduced in several countries and in Brazil it has adapted
well to the south and south-west. It is popularly known by several nhames, such as:
“Castanha Purgativa”, “Castenheira”, “Nogueira da india” and “noz da India”. As for
its morphology, it is considered a medium sized tree and contains a fruit with large
seeds of rough and oily aspect. Its favorable climate is tropical, however, it also
develops in subtropical and even dry regions, as the soil is able to settle in muds,
sand, slopes and even ravines. The adaptation of this plant to various conditions is
one of the explanations of its wide geographical distribution. A. moluccana had a vast
exploration and all its parts such as leaves, bark, trunk, sap, seeds are traditionally
used for various purposes: food, ornamentation, housing. In addition, an area that A.

moluccana has great prominence is in folk medicine. There are multiple reports about
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its drug potential, as in the treatment of ulcers, conjunctivitis, inflammation,
cicatrization and analgesic. Due to this reported potential, this plant has become the
objective of studies on its chemical components in order to find these secondary

metabolites that have these pharmacological activities.

Keywords: Noz da india. Medicinal plants. Biological activities.

1 Introducéo

Os recursos disponiveis aos homens que viveram séculos atrds eram
provenientes da natureza, com a exploracdo e os conhecimentos empiricos as
plantas comecaram a ser utilizadas como matéria prima na producdo de roupas,
ferramentas, na alimentacédo e como fonte terapéutica, a fim de melhorar a qualidade
de vida'. Com o passar dos anos e com os avancos tecnolégicos e cientificos, essas
plantas tornaram-se fonte de estudos, e quando possivel, produtos ou subprodutos
para diversos fins como farmacéuticos e alimenticios, contribuindo positivamente
para populacao.

Em meio a esse ambito, a familia Euphorbiaceae é uma das principais familia
da flora brasileira, contém diversos compostos biologicamente ativos, como:
flavonoides, saponinas, terpenos, ésteres e alcaloides, tornando-a fonte de estudos.
Dentro dessa familia encontra-se a Aleurites moluccana, uma planta de porte médio,
natural da Indo-Malasia, bem aclimatizada em regibes tropicais, largamente
explorada e utilizada tradicionalmente na alimentacdo, ornamentacao e habitacéo?.

No uso medicinal, A. moluccana popularmente ja foi descrita para diversas
doencas: Ulceras, asma, conjuntivite, gonorreia, inflamacdo, entre outros, e
cientificamente, destacam-se as partes aéreas, sendo comprovada a atividade anti-
inflamatoria, antitumoral, antivirais, antibacteriana, analgésica e para cicatrizacao de
feridas® % °.

Tendo em vista os estudos que ja foram desenvolvidos com a Aleurites
moluccana e as informacdes apresentadas pelos mesmos, a presente revisao tem
como intuito reunir os aspectos gerais, farmacolégicos e fitoquimicos de A.

moluccana, tornando-se uma fonte de informacdes sobre essa planta.
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2 Metodologia

O presente trabalho foi elaborado apds um levantamento bibliogréfico de
artigos e revisdes cientificas publicadas nos idiomas de portugués ou inglés
disponiveis nas seguintes bases de dados: PubMed, SciELO, ScienceDirect, e
Scopus. As palavras-chave utilizadas foram: Euphorbiaceae, Aleurites moluccana,
Noz da india, Plantas medicinais, Medicinal Plants. E os artigos contendo

informacdes sobre Aleurites moluccana e a familia Euphorbiaceae foram incluidos.

3 Familia Euphorbiaceae

Descrita por Antoine Laurent Jussieu em 1824, a familia Euphorbiaceae inclui
aproximadamente 334 géneros e 8000 espécies, no Brasil, existem em torno de 72
géneros e 1.100 espécies e é considerada uma das principais familias da flora
brasileira®. Morfologicamente, apresentam variedade e complexidade, sendo
encontradas como arvores, arbustos, ervas ou trepadeiras. Suas folhas podem ser
alternas inteiras ou partidas. Possuem flores unissexuais, com inflorescéncias com
varios graus de desenvolvimento, mas, comumente se apresentam do tipo ciatio®. O
fruto € esquizocarpo, geralmente tricocos que se desenvolvem em sementes ricas
em endosperma que na maioria das vezes sdo oleaginosos. E a Unica familia a
apresentar algumas espécies com a combinacdo de glandulas e latex e algumas
sementes foram descritas como irritantes ao homem, podendo causar intoxicacao
pela sua ingestéo (Aleurites moluccana e Joannesia princeps) e o latex ser corrosivo
em contato com mucosas, principalmente dos olhos®.

Possui grande destaque na economia. Uma espécie nativa da Amazobnia,
Hevea brasiliensis (Figura 1A), conhecida como seringueira, € responsavel por um
de nossos ciclos econdmicos. E a maior fonte de borracha natural e também é
utilizada no transporte, industria e material bélico’. Manihot esculenta, a mandioca, é
rica em amido e possui uma raiz completa em termos nutricionais, sendo utilizada
como base da alimentacéo brasileira e aplicada como suplemento para crian¢cas com
desnutricdo e ainda é um subproduto de facil acesso, baixo custo e tolerante a
seca®. A familia também movimenta uma grande quantia de dinheiro quando se trata
do mercado de plantas ornamentais, devido a beleza das bracteas ou folhas, como
por exemplo Euphorbia pulcherrima (Figura 1B), conhecida como bico-de-papagaio,
de coloracdo verde e vermelha, simbolo no natal e a Euphorbia milii (Figura 1C),
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popularmente chamada de coroa-de-cristo, de coloragéo rosa, vermelha, branca ou
amarela que sdo cultivadas como cercas vivas®.

Além disso, estudos dos componentes da familia revelaram a presenca de
variados compostos quimicos biologicamente ativos: flavonoides, saponinas,
terpenos, ésteres, alcaloides, glicosideos cianogénicos, taninos, lecitinas e
glicoproteinas® '°. Essa variedade na composicdo quimica permite que a espécie
seja detentora de diversas aplicagcbes, uma das aplicacbes derivadas desses
componentes sdo os 6leos, que tem aplicacdes na industrias de cosméticos, papeis,
tecidos, perfumes, tintas, plasticos, sabdes ou como lubrificantes de motores de alta
rotacdo e turbinadas de avides a jato®. Outra, é na medicina popular, sendo as
Euphorbiaceae aplicadas em diversas enfermidades: diabetes, Ulceras, diarreia,
malaria, febre, problemas estomacais, inflamacfes do figado, rins e vesicula,
cancer, colesterol, além do uso como cicatrizante, ténica, sedativa e ansiolitica'® *2.

Entretanto, estudos encontrados na literatura alertam para o potencial toxico
gue os constituintes dessa familia podem apresentar, demonstrando que apesar das
inumeras utilidades que a planta possui no uso tradicional € necessario certificar-se
sobre sua seguridade bioldgica. As proteinas obtidas das sementes de Croton
tiglium demonstraram potencial téxico e atividade pré-inflamatéria® e o extrato
aguoso de sementes de Aleurites moluccana apresentaram toxicidade oral aguda
em ensaios in vivo™. Estes estudos, alertam sobre a utilizacdo dos produtos naturais

sem conhecimento da sua seguranca.




41

Figura 1. Imagem ilustrativa de plantas da familia Euphorbiaceae. A: Hevea

brasiliensis  (Fonte: www.ruralcentro.com.br); B: Euphorbia milii (Fonte:
www.verdesdovale.com.br); C: Euphorbia pulcherrima (Fonte:
www.plantasornamentais.com); D: Fruto tricoco (Fonte:

www.botanicayjardines.com).

4 Aleurites moluccana (L). Willd.

4.1 Caracteristicas gerais

O género Aleurites possui 24 espécies: A. ambinux, A. angustifolia, A.
commutata, A. cordata, A. cordifolia, A. erratica, A. fordii, A. integrifolia, A. japonica,
A. javanica, A. laccifera, A. lanceolata, A. lobata, A. moluccana, A. montana, A.
peltata, A. pentaphylla, A. remyi, A. rockinghamensis, A. saponaria, A. triloba, A.
trisperma, A. vernicia e A. verniciflua que podem ser encontradas nas regides
tropicais e subtropicais da Asia, Pacifico e América do Sul, entre elas, esta Aleurites
moluccana. Descrita por Carlos Linneo e Carl Ludwig Willdenow em 1805, é
popularmente conhecida como “Castanha Purgativa”, “Castanheira”, “Créton das
Moluscas”, “Nogueira”, “Nogueira Americana”, “Nogueira-brasileira”, “Nogueira
Bancul”, “Nogueira Iguapé”, “Nogueira da india”, “Nogueira Litoral’, “Nogueira da

Praia”, “Noz Candeia”, “noz da india”, “Noz das Moluscas”, “Pinhdo das Moluscas” e
“Saboneteira™.

E uma arvore considerada de porte médio (Figura 2A), atingindo
aproximadamente 20 metros de altura, apresenta uma casca de cor castanha-
acizentada, folhas simples, alternadas e dispostas espiraladamente com uma cor
branco-pulvurulenta quando jovem e verde quando adulta™. Possui flores pequenas,
de coloracdo branca que se organizam em forma de panicula nas extremidades dos
ramos (Figura 2B), enquanto os frutos podem pedir entre 5 e 6 cm de comprimento,
sdo semi-lenhosos em capsula ovoide contendo duas sementes grandes de aspecto
aspero e oleoso, envoltas por uma polpa carnosa (Figura 2C), sdo polinizadas por

abelhas e a dispersdo das sementes é feita por animais (zoocérica)™*.


https://wikivisually.com/lang-es/wiki/Carlos_Linneo
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Figura 2. Imagem ilustrativa de A. moluccana. A: Arvore (Fonte: www.floridata.com);
B: flores (Fonte: www.staticflick.com); C: Fruto e sementes (Fonte:

www.tanglewoodconservatories.com).

4.2 Distribuicdo geogréfica e caracteristicas edafico-climaticas

A. moluccana é natural da Indo-Malésia, incluindo: Brunei, Camboja, China,
llhas Cook, Fiji, Polinésia Francesa, Indonésia, Kiribati, Laos, Malasia, Ilhas
Marshall, Myanmar, Nova Caledénia, llha Norfolk, Papua Nova Guiné, Filipinas,
Samoa llhas Salomdo, Tailandia, Tonga, Vanuatu e Vietnd. A espécie se introduziu
com sucesso em diversos paises, como: Antigua, Barbuda, Bahamas, Bangladesh,
Barbados, Brasil, Cuba, Republica Dominicana, Granada, Guadalupe, Haiti, india,
Jamaica, Japao, Quénia, Martinica, Montserrat, Antilhas Holandesas, Porto Rico, Sri
Lanka, S&o Cristovao e Névis, Santa Lucia, Sdo Vicente e Granadinas, Trinidad e
Tobago, Uganda, Estados Unidos, destacando-se em regides tropicais e

subtropicais do globo, como pode-se observar na Figura 3*°.
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Figura 3. Distribuicdo geografica de A. moluccana nas regides tropicais e

subtropicais representada pela cor verde. Fonte: Missouri Botanical Garden, 2013.

No Brasil, foi descrita como a primeira de sua espécie a ser cultivada,
tornando-se bem adaptada ao sul e sudoeste. Além disso, é considerada uma
espécie exdtica invasora em territério brasileiro, se sobressaindo diante as espécies
nativas'’. Quanto ao clima, A. moluccana tornou-se bem aclimatada nas regides
tropicais, mas também se desenvolve em regifes subtropicais e até mesmo regides
secas, prospera em regides Umidas de até 1200 m acima do nivel do mar. A
precipitacdo anual varia de 640 a 4290 mm com uma média de 1940 mm e a
temperatura entre 18°C e 28°C*. E adepta a variedades de solos, incluindo barro
vermelho, terra de barro pedregoso, areia e calcario, podendo ser relativamente
acido a alcalinos com um intervalo de pH de 5 a 8. Ademais, possui capacidade de
crescer em encostas e até barrancos ingremes'®. Toda essa flexibilidade a
temperatura, solo e clima contribuem para a ampla distribuicdo geogréfica de A.

moluccana.

4.3 Uso popular

A. moluccana é uma planta que teve uma ampla exploracdo e todas suas
partes sao tradicionalmente utilizadas: folhas, caule, cascas, seiva, 6leo, flores e
raizes, e todas elas se aplicam a diversas dareas, como nha alimentacéo,
ornamentacdo, habitacdo, composicdo de corantes, entre outros?’. Segundo
autores'® a casca é utilizada na preservacdo de redes de pesca e no curtume,
enquanto a madeira como um substrato eficaz para o cultivo de cogumelos e
também como combustivel, ou para fazer flutuadores/canoas de curta duracéo, ja a
seiva é utilizada para impermeabilizar superficies e as folhas para compor
guirlandas.

No entanto, um grande destaque que A. moluccana possui, € na medicina
popular. Suas partes como casca e folhas principalmente, sdo preparadas através
de infusdes ou decoccdo e sao utilizadas no tratamento de Ulceras, febre, dor de
cabeca, asma, conjuntivite, gonorreia, inflamacdo, hepatite, hiperlipidémica,
reumatismo, tratamento de tumores, intoxicacdes alimentares, antivirais,

antibacteriana, gastroprotetora, analgésica, febre tifoide, diarreia sangrenta,



44

disenteria, cicatrizacdo de feridas, erupgcdes na pele, para sangramento interno e
pds parto além da capacidade laxativa e sudorifera 1% 3 417>

Outra parte utilizada popularmente como fonte de emagrecimento sdo as
sementes de A. moluccana, também conhecidas como “noz da india”. A indicacéo
popular € consumir a semente na sua forma in natura, partindo primeiro 1 semente
em 8 pedacos e consumindo 1 pedaco por dia, depois, outra semente em 4 pedacos
e consumindo em 4 dias e assim sucessivamente até obter a perda de peso
desejavel. Porém, em 2017 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
proibiu 0 consumo e comercializacdo da semente ap0s evidéncias de toxicidade e
Obitos relacionados ao consumo da mesma. Mas essa decisdo foi baseada em
relatos e ndo em comprovacdo mediante metodologias especificas. Este caso € um
alerta para a utlizacdo de produtos naturais como alternativa a drogas sem

conhecimento da sua seguranga.

4.4 Potencial biolégico

O primeiro relato sobre A. moluccana na literatura foi no ano de 1921, através
de uma carta, cujo autor Wayson comunicou sobre o potencial terapéutico dos
acidos graxos contidos no 6leo de A. moluccana no tratamento da hanseniase. O
autor trabalhou em uma combinagéo entre os acidos graxos obtidos e o iodo que
seria capaz de ser administrada por via subcutanea ou por injecdes intramusculares
aos acometidos®. A partir de entdo, os estudos focaram principalmente as partes
aéreas de A. moluccana, que demonstrou uma potencial fonte de compostos com
atividade anti-inflamatoéria e antinociceptiva. Os extratos hidroalcoodlicos e a fracédo
de hexano das folhas diminuiram a percepc¢do da dor ao teste de contor¢cdo de
camundongos®* enquanto o extrato etandlico apresentou atividade antinociceptiva
frente a inflamacdo e dor neuropatica®. Em adicdo o composto 2’-O-
Ramnosilswertisina isolado das folhas também apresentou potencial antinociceptivo

frente a ensaios in vivo %% 23

e uma suspensao oral formulada com extrato das
folnas apresentou atividade anti-inflamatéria em modelo de edema de pata em
camundongos®*.

Um semissélido contendo de extrato seco das folhas de A. moluccana
também apresentou atividade anti-inflamatoria frente ao edema de orelha induzido
pelo éleo de Croton* além de potencial analgésico e cicatrizante para uso utépico em

estudos pré-clinicos®. Autores® analisaram o0s constituintes da fracdo de
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diclorometano das folhas de A. molucccana e avaliaram o composto «a,3-amirenona
frente modelos de inflamagéao e artrite os resultados demonstraram um potencial
anti-inflamatério e antinociceptivo. Ademais, as folhas de A. molucanna também
demonstraram ter atividade hipolipemiante frente a ratos com hipercolesterolemia
induzida®™ além de interferir na atividade da lipase pancreética sugerindo um
potencial anti-lipase?’.

Apesar dos estudos serem voltados mais para as folhas, outros estudos
também foram realizados com as demais partes de A. moluccana. O Oleo
apresentou atividade anti-inflamatéria, capacidade de regeneracdo de epitélios

28 29 o extratos

corneais e ndo causou danos as células conjuntivas humanas
realizados com a planta inteira exibiram atividade antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa e inibiu seletivamente o
crescimento do virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1) demonstrando
também um potencial antiviral 3% 32,

Ja as sementes, a noz da india, foram testadas para bioensaios anti-
obesidade mas ndo apresentou resultados relevantes®* e ainda, apresentou
toxicidade oral aguda crbnica em ratas Sprague-Dawley através de resultados
histopatolégicos e hematolégicos* e citotoxicidade frente a linhagens celulares do
tipo Raji e HepG2®* ** alertando para a capacidade que a mesma planta de
apresentar atividades desejaveis como a anti-inflamatéria e analgésica e

indesejaveis como toxicidade.

4.5 Estudos fitoquimicos

Os estudos fitoquimicos encontrados na literatura também tiveram como
destaque as folhas de A. moluccana, o que ja era esperado, ja que as mesmas
apresentaram promissoras atividades biolégicas direcionando os pesquisadores a
encontrar essas substancias isoladas. Esses estudos fitoquimicos, identificaram
compostos comos: forbois, triterpenos, flavonoides, esteroides, acidos e lignanas
como podes ser observado na Tabela 1.

O primeiro estudo que isolou compostos de A. moluccana foi em 1968, a partir
do extrato de petroleo, obteve-se a-amirina e moretenol das folhas, B-sisterol do
caule e o triterpendide moretenona das folhas e caule, esse ultimo, descrito pela

primeira vez como produto natural®®.
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36:21:22 jdentificaram com o extrato hidroalcodlico, o

A partir das folhas, Autores
composto swersitina, descrito pela primeira vez na familia Euphorbiaceae, n-
hentriacontano, a-amirina, B-amirina, estigmasterol, B-sitosterol e campesterol da
fracdo hexanica e o flavonoide c-glicolisado nomeado 2”-O-Ramnosilswertisina do

extrato alcodlico. Ja os autores®> 3*

iIsolaram 11 compostos, quatro trinorditerpenos e
trés trinodipertenos descritos pela primeira vez e 4 diterpenos conhecidos. Cinco
megastigmanos foram isolados e descritos pela primeira vez no género Aleurites®
(Tabela 1) e os autores® isolaram cinco triterpenos: a,-amirenona, glutinol, e a,B-
amirina da fracao de diclorometano.

Ja os estudos direcionados as cascas, isolaram um cumarinolignoide que foi
chamado de moluccanin do extrato metanélico® e o é&cido acetil aleuritélico do
extrato hidroalcodlico®. Ainda, o &cido atrarico e um diperteno nomeado
espruacenol do extrato metanélico'® e a escopoletina, uma cumarina relatada pela
primeira vez na espécie® além de mais 6 compostos isolados também descritos na
Tabela 1 do extrato de diclorometano™.

Ademais, um trabalho realizado com 7 plantas indigenas de Fiji, demonstrou
que o principal &cido graxo encontrado na sementes de A. moluccana foi o acido

[*', E um diéster de forbol

linoleico com alto teor de acido graxo e rico em y-tocofero
nomeado 13-O-miristil-20-O-acetil-12-desoxiforbol foi isolado do extrato de benzeno
do cerne de A. moluccana por autores*? que também descreveram pela primeira vez
0S compostos hentriacontane, 6,7-dimetoxicumarina, 5,6,7-trimetoxicumarina e [3-

sitostenona.

Tabela 1. Metabdlitos secundarios identificados em A. moluccana.

Composto Parte da Referéncia

planta
a-amirina; moretenol; moretenona Folhas Hui e Ho, 1968°°
Swertisina Folhas Meyre-Silva et al., 1997°°
Mistura de a, B-amirina; B-sistosterol; campesterol; Folhas Meyre-Silva et al., 1998*

estigmasterol; n-hentriacontano

. o Folhas Meyre-Silva et al., 1999%
2”’-O-Ramnosilswertisina
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(5 B,100a)-12,13-dihidroxipodocarpa-8,11,13-trien3-
ona; (5 B,10 a)-12-hidroxi-13-metoxipodocarpa-
8,11,13-trien-3-ona; (583,10 a)-13-hidroxi-12-
methoxypodocarpa-8,11,13-trien-3-ona; (3 a,5 B,10 a)-
13-metoxipodocarpa-8,11,13-trieno-3,12-diol; 12-
hidroxi-13-metilpodocarpa-8,11,13-trien-3-ona;
espruceanol; ent-3a-hidroxipimara-8, 15-dien-12-ona,

ent-3b,14a-idroxipimara-7,915- trieno-12-ona

Acido moluccanico; éster metilico do acido

moluccéanico; acido 6,7-dihidroximolucanico

Vémifoliol-9-O-B-apiofuranosil-(1”->6’)-B-
glucopirandsido; (6S, 9R)-rososeida; debiloside; 3-
0x0-a-ionol-OB-apiofuranosil- (1”->6’)-B-glucopiranido;
3-oxo-a-ionol-OB-glucopiranosideo

Mistura a,B-amirenona; glutinol; a,B-amirina
Cumarinolignéide (moluccanin)

Acido acetil aleuritélico

Acido atrarico e espruacenol

Acido 3-acetil-aleuritolico; escopoletina cumarina
12-hidroxi-13-metoxi-8,11,13-podocarpatrien-3-ona;
espruacenol; acido 3-acetilaleuritélico; mistura de B-

sitosterol e estigmasterol na proporcéo de 4:1

[B-sisterol; moretenona;

Acido linoleico (y-tocoferol)

13-O-miristil-20-O-acetil-12-deoxiforbol; 6,7-

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Cascas

Cascas

Cascas

Cascas

Cascas

Caule

Sementes

Cerne

Liu et al., 2007

Liu et al., 2008

Da-Silva et al., 2012*’

Quintdo et al., 2014%°
Shamsuddin et al., 1988%
Meyre-Silva et al., 1997°°

Bittencourt, 2003

Prabowo et al., 2013*°

Alimboyoguen et al.,2014*°

Hui, Ho, 1968%

Sotheeswaran et al., 1994*

Satyanarayana et al., 2001%
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dimetoxicoumarina; 5,6,7-trimetoxicumarina;

B-itostenona

5 Concluséo

Esta revisdo abordou aspectos gerais, farmacoldgicos e fitoquimicos de A.
moluccana demonstrando que essa planta possui destaque cultural, ornamental,
medicinal e econdmico. Observou-se que o0s estudos bioldgicos e fitoquimicos tem
como objetivo principal as folhas de A. moluccana pois essas ja apresentaram
potencial anti-inflamatoério e analgésico. Porém, determinados pontos sao escassos,
como por exemplo os estudos toxicoldgicos, essa auséncia deve estar relacionado
com o fato de que o uso indicado € tépico, entretanto, 6bitos e a possivel intoxicacao
relacionada ao consumo oral da semente alerta para que mais pesquisas devem ser

conduzidas com essa planta, especialmente, em relacdo a sua toxicologia.
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Resumo:

Relevancia etnofarmacolégica: Plantas medicinais sdo utilizadas para o emagrecimento, entre
elas, estdo as sementes de Aleurites moluccana, conhecidas popularmente como “noz da
india”. No entanto, essa pratica é fundamentada somente no conhecimento popular e nfo ha
estudos que comprovem a seguridade da sua ingestéo.

Objetivo do estudo: Avaliar os efeitos toxicos do extrato aquoso das sementes de Aleurites
moluccana (EASAM) através dos testes de toxicidade oral aguda e a curto prazo.

Materiais e métodos: No teste de toxicidade oral aguda uma dose de 2000 mg/kg de EASAM
foi administrada oralmente uma Unica vez a ratas Wistar e foram observadas durante 14 dias.
Para a toxicidade oral a curto prazo foram estabelecidos 6 grupos com n=10 sendo 5 fémeas e
5 machos, divididos em controle negativo, 3 grupos teste tratados com as doses de 100; 50 e
25 mg/kg, um grupo satélite tratado com a dose de 100 mg/kg e um grupo controle negativo
do satélite tratado com solucéo salina. Esses ultimos, foram mantidos em observacéo durante
14 dias ap6s o término do experimento a fim de observar efeitos toxicos tardios, persistentes
ou reversiveis. Avaliagdes fisiologicas, bioquimicas, hematoldgicas e histopatologicas foram

determinadas.
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Resultados: Os resultados do teste de toxicidade oral aguda demonstraram que o EASAM
possui uma DLsp>2000 mg/kg. No teste de toxicidade a curto prazo, as doses estabelecidas
inicialmente foram de 750, 500 e 250 mg/kg, ap6s 10 dias de tratamento houve mortalidade
de 20% dos animais e o0 experimento foi interrompido. Novas doses foram restabelecidas
(100, 50 e 25 mg/kg) e os animais tratados ndo apresentaram alteracdes fisioldgicas,
bioquimicas, hematoldgicas, histopatologicas e nem sinais clinicos relacionados a toxicidade.

Conclusdo: Esses resultados demonstraram que apesar do extrato aquoso das sementes de A.
moluccana ndo apresentar toxicidade oral aguda e baixas concentracdes nao exibiram sinais
relacionados a toxicidade no tratamento a curto prazo, o uso continuo em altas concentragdes

causaram mortalidade em ratos Wistar machos e fémeas.
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1. Introducéo

O sobrepeso é um problema de satide mundial que envolve além da saude, aspectos
de beleza. De acordo com Cercato e colaboradores (2015) um dos meios utilizados pela
populacdo para emagrecer sdo as plantas medicinais. Os metabdlitos secundarios presentes
nessas plantas, como flavonoides, alcaloides e terpendides favorecem o emagrecimento

atuando como hipolipidémicos, antioxidantes e hipocolesterolémico, reduzindo o consumo de
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energia e aumentando o gasto enérgico (Yun, 2010). Entretanto, essa pratica muitas vezes é
fundamentada somente no conhecimento popular, na crenca incorreta de que tudo que é
natural é seguro.

Aleurites moluccana é uma planta de porte médio que pertence a familia
Euphorbiaceae, é nativa da Asia, mas possui uma ampla distribuicio geografica devido sua
capacidade de adaptacdo edafico-climéatica. No Brasil adaptou-se as regides do sul e sudoeste
(Elevitch; Manner, 2006). De acordo com o conhecimento popular, suas folhas, cascas e o
o6leo sdo utilizadas para o tratamento de diversas doencas como ulceras, febre, dor de cabeca,
asma, conjuntivite, gonorreia, inflamacéo, hepatite, reumatismo e para atividade antiviral,
antibacteriana, gastroprotetora, analgésica, cicatrizante, além da capacidade laxativa e
sudorifera (Cesca et al., 2012; Bittencourt et al., 2003; Hoepers et al., 2015; Quintdo et al.,
2011; Krisnawati et al., 2011).

Outra parte utilizada popularmente sdo as sementes, conhecidas como “noz da india”,
essas, sdo consumidas como fonte de emagrecimento. A indicagdo é ingerir a semente in
natura de forma continua e aumentar gradativamente a quantidade até obter a perda de peso
desejavel. Entretanto, em fevereiro de 2016 o Centro Integrado de Vigilancia Toxicoldgica do
estado do Mato Grosso do Sul — Brasil (CIVITOX-MS) publicou uma nota técnica alertando
sobre potencial toxico da semente. Posteriormente, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), proibiu o uso e a comercializagdo da noz da India no Brasil por indicios
de toxicidade e a trés Obitos relacionados com o seu consumo. Porém, essa decisdo foi
baseada em evidéncias e ndo a comprovacdes cientificas.

Os estudos farmacolégicos realizados sdo conduzidos principalmente com as folhas e
cascas de A. moluccana. Esses, demonstraram a atividade anti-inflamatoria, antinociceptiva,
antibacteriana, anti-lipase, hipolipemiante, antiviral e cicatrizante (Ado et al., 2013; Cesca et
al., 2012; Hoepers et al., 2015; Locher et al., 1995, 1996; Pedrosa et al., 2002; Quintdo et al.,
2011, 2012). Ja& os estudos fitoquimicos evidenciaram a presenca de compostos
biologicamente ativos como forbois, triterpenos, flavonoides, esteroides, acidos e lignanas nas
folhas (Da-Silva et al., 2012; Hui, Ho, 1968; Liu et al., 2007, 2008; Meyre-Silva et al., 1997,
1998, 1999; Quintdo et al., 2014) e compostos fendlicos, terpendides, acidos e lactonas nas
cascas (Alimboyoguen et al., 2014; Bittencourt, 2003; Meyre-Silva et al., 1997; Prabowo et
al., 2013; Shamsuddin et al., 1988).

Entretanto, sobre a semente as informag6es estdo voltadas para a boténica (Souza,
Lorenzi, 2008) e a producéo de biodiesel (Kibazohi, Sangwan, 2011). E até onde sabemos nédo

ha informac6es suficientes sobre suas atividades bioldgicas e que assegurem seu consumo,
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desta forma, o presente trabalho tem como objetivo apresentar um screening quimico e avaliar

a toxicidade aguda e a curto prazo do extrato aquoso das sementes de A. moluccana.

2. Material e métodos

2.1 Material vegetal e preparagédo do extrato

As sementes frescas de Aleurites moluccana foram obtidas comercialmente na
cidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, Brasil. Para o preparo do extrato aquoso 200g de semente
foram trituradas no liquidificador com 1000 mL de agua destilada durante 2 min. Essa mistura
ficou durante 72 h em uma incubadora de bancada com agitacédo orbital (Quimis, Brasil) a 24
°C e apos esse periodo foi filtrada com papel filtro de celulose e liofilizada. O produto obtido
foi um pd de cor bege com um rendimento de aproximadamente 10% que foi armazenado a 4

°C até posterior analises.

2.2 Determinacdo de compostos fenolicos

O teor dos compostos fenodlicos foi determinado de acordo com o método descrito por
Djeridane e colaboradores (2006). 100 uL da solucdo aquosa de extrato (1 mg.mL-1) foram
adicionados a 1000 ul de &gua ultrapura e 500 pL do reagente de Folin — Ciocalteu (1/10) em
agua. Ap6s 1 min, foram adicionados 1500 pL de Na,CO3 (20% m/v). A mistura final foi
agitada e depois incubada durante 2h no escuro. A absorbancia foi lida por espectrofotdmetro
(FENTO 700 PLUS) (A = 760 nm). O é&cido galico (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizado como
padrdo em concentragdes variando de 5 a 1000 pg.mL-1. O resultado foi expresso em mg de

acido galico por g do extrato aquoso liofilizado.

2.3 Determinacdo de flavonoides

Os flavonoides totais foram determinados espectrofotometricamente de acordo com o
método descrito por Djeridane e colaboradores (2006). 1000 ul de solu¢do metandlica a 2%
de AICI; foi adicionado a 1000 pL do extrato aquoso da planta diluido em agua (1 mg.mL™),
foi incubado por 15 min e a absorbancia da mistura final foi lida por espectrofotbmetro
(FENTO 700 PLUS) (A = 430 nm). Rutina (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizado como padréo
em concentragdes variando de 1 a 50 pg.mL™. O teor de flavonoides foi expresso em mg de

rutina por g do extrato aquoso liofilizado.
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2.4 Analise UHPLC-DAD-ESI/MS/MS

A cromatografia foi realizada em um Cromatografo Liquido LC-20A Prominence
(Shimadzu Co., Kioto, Japdo) composto por: desgaseificador a vacuo, auto-amostrador,
bomba binaria e detector de matriz de diodo (DAD). Este instrumento foi equipado com uma
coluna Shim-pack XR-ODS (2,0 x 75 mm, 2,2 um) da Shimadzu Co. Para as fases moveis foi
utilizado 0,1% &cido formico, v/v (A) e acetonitrila (B), respectivamente. O gradiente foi
programado como segue: 0 min, 3% B; 8 min, 3% de B; 30 min, 25% de B; 60 min, 80% de
B; 70 min, 3% B. A taxa de fluxo foi ajustada em 0,30 mL.min™. O volume de injeco foi de
5 uL e a temperatura da coluna foi mantida em 40 °C. O sistema UHPLC foi acoplado a um
quadrupolo-tempo de v6o (micrOTOF-QTM, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemanha),
equipado com uma fonte de ionizacdo por electropulverizacdo (ESI). Os parametros para
analise foram ajustados usando o modo iénico positivo, com espectros adquiridos em uma
faixa de massa de m/z 50 a 1200 Da. Os valores 6timos dos parametros ESI-MS foram: tensdo
capilar, 4,5 kV; temperatura do gas de secagem, 200 °C; fluxo de gas de secagem, 9,0 L.min%;
pressdo de gas de nebulizacgdo, 4 bar. Além disso, experimentos automaticos de MS/MS foram
realizados ajustando os valores de energia de colisdo como segue: m/z 100, 20 eV; m/z 500,
30 eV; m/z 1000, 35 eV, usando nitrogénio como gas de colisdo. Os dados do MS foram
processados através do software Data Analysis 4.4 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).

2.5 Estudo Toxicologico

Os ensaios toxicologicos foram conduzidos de acordo com os protocolos estabelecidos
pela Organisation for Economic Cooperation and Development (OCED). Para os ensaios de
toxicidade oral aguda foi utilizada a diretriz 425 (OCED, 2008a) e para 0s ensaios de
toxicidade de curto prazo a diretriz 407 (OCED, 2008b).

2.5.1 Animais

Setenta ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar de ambos sexos (40 fémeas e 30
machos) com idade entre 45 e 60 dias e peso semelhantes foram utilizados no presente estudo.
Os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal da Grande Dourados e
mantidos em uma caixa de polipropileno com 5 animais por caixa. Depois foram alocados no
biotério da Faculdade de Ciéncias da salude e ficaram em temperatura (22 + 2 °C), umidade
(40 - 60%) e luminosidade (ciclo claro-escuro de 12 h) controladas e com livre acesso a agua
e racdo. O experimento s deu inicio apos a aclimatacdo dos animais. Os experimentos foram

conduzidos de acordo com as orientacfes para os cuidados com animais de laboratorio
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definidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal e o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal da Grande
Dourados (protocolo n° 28/2017). Para administracdo oral nos animais a amostra foi diluida
em agua. A escolha do extrato aquoso foi devido o uso popular da semente, que é consumida

in natura.

2.5.2 Toxicidade oral aguda

Para a toxicidade oral aguda, dois grupos experimentais foram estabelecidos com o
n=5 ratas Wistar: controle negativo, tratado com solucdo salina e grupo teste tratado com
EASAM. Antes de iniciar a gavagem, cada animal foi previamente identificado, mantido em
jejum durante 8 h e pesado. O extrato foi administrado via Unica e oral através de gavagem na
dose de 2000 mg/kg a primeira rata que foi monitorada periodicamente durante as primeiras 5
h a fim de verificar alguma alteracdo, e apds intervalos sequenciais de 48 h a mesma dose foi
administrada a segunda rata e assim sucessivamente até completar 5 ratas tratadas. Em
paralelo, foi administrada a solucdo salina para as ratas do controle negativo.

Apdbs completar as 5 ratas tratadas de cada grupo, os animais foram observados uma
vez por dia durante 14 dias. O consumo de racdo, agua e o peso de cada animal foi anotado,
além disso, os animais foram analisados segundo o screening hipocratico proposto por
Malone e Robichaud (1962). Apo6s 14 dias, os animais foram submetidos a eutanasia com
isoflurano (inalacdo) seguido de exsanguinizacdo. Os Orgdos (coracao, pulmao, baco, figado,
rim, Gtero e ovario) foram removidos, pesados e examinados macroscopicamente para

observar quaisquer alteraces.

2.5.3 Toxicidade oral a curto prazo

6 grupos foram estabelecidos para os machos e para fémeas, com um n=5 animais
tratados via gavagem durante 28 dias: 1. Controle negativo, tratados oralmente com solugéo
salina 2. Grupo teste tratados oralmente com 100 mg/kg do EASAM; 3. Grupo teste tratados
oralmente com 50 mg/kg do EASAM; 4. Grupo teste tratados oralmente com 25 mg/kg do
EASAM,; 5. Satélite, tratados oralmente com 100 mg/kg do EASAM e 6. Controle negativo
do satélite, tratados oralmente com solugéo salina. Esses dois ultimos, que foram mantidos em
observacao durante 14 dias apos o termino do experimento a fim de observar efeitos toxicos

tardios, persistentes ou reversiveis.
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Durante os 28 dias de tratamento, todos animais foram observados em relacdo ao
estado de salde e evidencias de toxicidade, bem como o screening hipocratico (Malone;
Robichaud, 1962). Além disso, a quantidade de racéo (g) e agua (mL) consumida foi anotada
bem como o peso do animal (g) no dia. Apds o periodo de 28 dias, com exce¢do do grupo
satelite e controle do satélite, os animais foram submetidos a eutanasia com isoflurano
seguido de exsanguinacdo. O sangue foi coletado para proceder as andlises bioquimicas e

hematoldgicas.

2.5.3.1 Andlises hematoldgicas e bioquimicas

Ao final dos estudos, os animais foram submetidos a eutanasia e duas amostras de
sangue foram retiradas de cada animal. Uma amostra de sangue foi tratada com &cido
etilenodiamino tetra-acético de potassio (EDTA) para os indices hematoldgicos e uma
segunda amostra de sangue foi coletada para preparagdo de soro e analises bioquimicas. As
amostras foram enviadas para o Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande
Dourados HU-UFGD para as analises.

A analise hematologica foi feita com o aparelho Sysmex XN-3000 e os parametros
determinados  foram: leucdcitos, eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito, indice
hematrimétricos, plaquetas, mondcitos, linfdcitos, basofilos e neutrofilos. A anélise
bioquimica foi feita com o aparelho COBAS INTEGRA® 400 plus e 0s pardmetros
determinados foram: glicose, colesterol total, colesterol HDL, triglicerideos, alanina

aminostransferase, aspartato aminotransferase, ureia, creatinina, albumina e proteinas totais.

2.5.3.2 Andlises histopatolégicas

Apds a eutandsia, os 6rgdos internos: coracdo, pulmdo, baco, figado, rim, Utero,
ovario, epididimo e testiculo de cada animal foram removidos, pesados em uma balanca
analitica e rapidamente armazenados para o processamento da andlise histopatoldgica. Além
desses 6rgdos internos, o encéfalo de um animal por grupo também foi removido para
avaliacdo histopatoldgica. Todos fragmentos dos o6rgdos foram fixados em formalina
tamponada a 10% e somente os testiculos em solugdo de Bouin. Apos a fixagdo, estes tecidos
foram clivados, desidratados em etanol absoluto, diafanizados em xileno, embebidos em
parafina e cortes com espessura de 5 um foram corados com hematoxilina-eosina (H&E). A
andlise histopatoldgica consiste na observagdo microscopica, analisando a integridade dos
tecidos, degeneracdo, necrose, apoptose ou infiltracdo de leucdcitos que séo sinais indicativos

de toxicidade.


https://www.google.com.br/search?q=sysmex+xn+3000+manual&sa=X&ved=0ahUKEwiZmYjPy9LeAhXBDZAKHeq-AggQ1QIIlAEoAA
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2.7 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados em média + desvio padrdo. Para toxicidade oral
aguda, foi utilizado para analise dos resultados o Teste T de Student. Ja para a toxicidade oral
a curto prazo, a analise dos grupos tratados foi determinada pela Anélise de varidncia (one-
way ANOVA) seguida pelo pos teste de Dunnett. O nivel de significancia considerado foi de
P < 0.05. O programa utilizado para proceder as analises foi o GraphPad Prism software

versdo 5.0 do Windows.

3. Resultados e discussao

Plantas medicinais sdo utilizadas popularmente para o emagrecimento, como no
caso das sementes de A. moluccana, ou “noz da India”. No entanto, a literatura ndo relata
estudos toxicoldgicos suficientes que assegurem seu consumo. A. moluccana pertence a
familia Euphorbiaceae, reportada com potencial toxico. A auséncia de dados toxicoldgicos
dessa semente associada a capacidade de produtos naturais apresentarem efeitos adversos
alertam para estudos que fornecam informacdes confiaveis sobre a composicdo, atividade
biologica e efeitos toxicologicos da “noz da India”.

No presente estudo, 0 extrato aquoso das sementes de A. moluccana apresentou
teores de 247,62 + 64,98 mg/g de compostos fendlicos e 71,33 + 1,02 mg/g de flavonoides.
Esses compostos, possuem destaque entre os metabdlitos secundarios, pois estdo relacionados
com atividade antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria e também antioxidante (Daglia,
2012). Porém, em altas concentracdes e utilizagdo cronica, podem desencadear efeitos toxicos
(Da Silva et al., 2015). A quantidade de compostos e a forma de uso da planta determina se o
efeito desses metabdlitos secundarios serdo benéficos ou ndo, ressaltando a importancia de
estudos para verificar a maneira adequada de consumo.

O potencial toxico das sementes de A. moluccana foi associado a presenca de
forbdis, saponinas e triterpenos (CIVITOX-MS, 2016; Orellana-cuéllar, 2014). Analises
fitogquimicas do caule e folhas ja evidenciaram a presenca destes compostos (Hui e Hoi, 1968;
Meyre-Silva et al., 1997; Satyanarayana et al., 2001) e estudos ja demonstraram a sua
propriedade toxica (Li et al., 2010; Rojas e Diaz, 2012). No presente trabalho, ndo houve a
identificacdo de forbdis, saponinas e triterpenos, porém, ndo podemos afirmar que esses
metabolitos ndo estejam presentes, ja que foram identificados em outras partes da planta. Os
compostos identificados pela cromatografia liquida acoplada a espectrofotometria de massa

do EASAM foram trés flavonas e um glicosideo (Tabela 1). O glicosideo, neriifolin, €
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relatado na literatura como um cardiotdxico (Tsai et al., 2018) entretanto, 0 EASAM néo
apresentou nenhum resultado que pode ser associado a essa atividade.

No ensaio de toxicidade oral aguda, o procedimento adotado foi o preconizado
pela OECD Guideline 425, “Up and Down Procedure” e a dose estabelecida foi de 2000
mg/kg. Apds 3 horas de administragéo, dois animais apresentaram ataxia seguido de anestesia,
indicando atividade sobre o sistema nervoso central (Malone e Robichaud, 1962). Essa
atividade pode estar relacionada com algum constituinte da familia Euphorbiaceae, ja que
outros estudos demonstraram efeitos sobre o sistema nervoso central corroborando com esse
resultado (Amaechina e Omogbai, 2014; Bigoniya et al., 2013; Dhanapal Venkatachalam e
Kumar, 2018). Além disso, as flavonas apigenina e isovitexina encontradas no EASAM ja
foram relatadas como sedativas em modelos in vivo (Gazola et al, 2015; Santos et al., 2006).
Aproximadamente 30 minutos depois do inicio dos sintomas, eles desapareceram e 0s animais
sobreviveram até o final do periodo de observacdo e ndo apresentaram mais nenhum sintoma
clinico, sendo assim, a DLsq estabelecida foi maior que 2000 mg/kg segundo os critérios da
OECD (2008a).

Em relacdo aos parametros que devem ser considerados para analise da toxicidade
oral aguda, ndo houve diferenca significativa no peso dos 6rgdos (g) e no peso relativo
(9/100g) bem como ndo foi identificado nenhuma outra alteragdo macroscopica. Quanto aos
parametros fisiologicos, somente o consumo de racdo e &gua apresentaram diferenca
significativa, entre o controle e o grupo tratado com 2000 mg/kg EASAM (Tabela 2).
Segundo Jahn e Guzel (1997) essas mudancas na dieta podem evidenciar toxicidade local ou
sistémica, em adi¢do, um surto de intoxicacdo aguda por sementes de uma planta do género
Aleurites ja foi relatado por Lin e colaboradores (1996). A familia Euphorbiaceae demonstra
efeitos toxicos agudos que levam a alteraces nos Orgaos, perda de peso, mudancas
comportamentais e até a morte, alertando para o potencial dos constituintes da mesma
(Meireles et al., 2016; Rajeh et al., 2012; Ojokuku et al., 2015). Mas, de acordo com 0s
resultados e os critérios do Globally Harmonised System (GHS) o EASAM foi considerado
pouco tdxico, sendo classificado como uma substancia Classe 5, por sua dose letal (DLso)
estar acima de 2000 mg/kg (Arthur et al., 2011).

Para uma melhor andlise toxicoldgica, € essencial avaliar o perfil da toxicidade
por doses repetidas. Esse metodo, permite analisar os efeitos da amostra sobre o sistema
nervoso central, imunoldgico, enddcrino e reprodutivo. Fornecendo informagdes dos efeitos
toxicos e até identificando seus orgdos-alvo, de acordo com as alteragdes morfologicas e

fisioldgicas dos orgdos como os dados hematoldgicos, perfil bioquimico e histopatologia
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(Koualdiu et al., 2014). A determinagdo de quais doses utilizar para toxicidade oral a curto
prazo é dependente dos resultados obtidos na toxicidade oral aguda (ANVISA, 2013). Com
isso, as doses estabelecidas para a toxicidade oral a curto prazo foram de 750, 500 e 250
mg/kg, porém com 10 dias de tratamento, o0 ensaio teve que ser interrompido visando o bem
estar animal e as recomendac6es dos 6rgdos reguladores.

O protocolo de toxicidade oral a curto prazo utilizado no trabalho foi baseado no
protocolo “Repeated dose 28-day oral toxicity study in rodents”, Guideline 407 (OECD,
2008b). O experimento teria duracdo de 28 dias e decorrido os dias as andlises seriam
realizadas. No segundo dia de tratamento os animais comecaram a exibir sinais clinicos de
toxicidade, como: comprometimento da atividade geral, ndo apresentavam resposta ao aperto
da cauda, ndo tinham tdnus corporal, sem estimulos auriculares e corneais, ataxia e anestesia.
Esses sintomas apareciam aproximadamente 10 a 30 min apds a administracdo e alguns
animais morriam em seguida e outros amanheciam mortos. Outros trabalhos realizados com
plantas da familia Euphorbiaceae em concentracGes semelhantes, entre 250 a 1000 mg/kg e
em modelos animais, também observaram efeitos tdxicos apds o tratamento continuo (Ansah
et al., 2011; Athmouni et al., 2018; Sawagodo et al., 2018). Esses resultados, evidenciam o
potencial toxico acumulativo dos constituintes encontrados na familia e advertem para 0 uso
em altas concentracdes.

No segundo dia de tratamento os animais que receberam as doses de 750 e 500
mg/kg comecaram a exibir sinais clinicos de toxicidade, como: comprometimento da
atividade geral, ndo apresentavam resposta ao aperto da cauda, ndo tinham ténus corporal,
sem estimulos auriculares e corneais, ataxia e anestesia. Nos animais que receberam a dose de
250 mg/kg esses sinais foram observados a partir do 7° dia de tratamento, demonstrando um
efeito dose-dependente. Esses sintomas apareciam aproximadamente 10 a 30 min apés a
administracdo e alguns animais morriam em seguida e outros em até 18 horas. Outros
trabalhos realizados com plantas da familia Euphorbiaceae em concentracdes semelhantes,
entre 250 a 1000 mg/kg e em modelos animais, também observaram efeitos toxicos apos o
tratamento continuo (Ansah et al., 2011; Athmouni et al., 2018; Sawagodo et al., 2018).
Esses resultados, evidenciam o potencial téxico acumulativo dos constituintes encontrados na
familia e advertem para o0 uso em altas concentragdes.

De acordo com as recomendac0es, é desejavel encontrar um intervalo de doses
gue demonstre a dose que ndo apresentara efeitos adversos observados (NOAEL) e a dose que
induzira efeitos toxicos mas ndo morte ou sofrimento severo (OECD, 2008b). Com isso, 0

experimento foi interrompido devido a alta mortalidade e as doses reajustadas.
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As doses restabelecidas foram de 100; 50 e 25 mg/kg, e para verificar os efeitos
toxicos tardios, persistentes ou reversiveis um grupo satélite recebeu a dose de 100 mg/kg
(OECD, 2008b). Durante o experimento os animais estavam ativos, respondiam aos estimulos
e ndo apresentaram nenhum sinal clinico, ndo houve mortes e os parametros obtidos foram
considerados dentro da normalidade para a espécie (Lapchik; Mattaraia, 2009; Lima et al.,
2014). Apesar de haver alguns parametros que apresentaram diferenca significativa entre o
controle e o tratamento, os resultados, que devem ser analisados de forma integrativa nao
demonstraram efeitos atribuidos a toxicidade nas novas concentracoes.

Os parametros fisioldgicos dos animais tratados com EASAM durante a toxicidade
oral a curto prazo estdo apresentados na Tabela 2 e 3. As fémeas tratadas com 100 mg/kg do
EASAM bem como as fémeas satélites apresentaram uma diminuicdo significativa no
consumo de racdo quando comparada ao controle. Os machos tratados com 50 mg/kg do
EASAM apresentaram uma diminuigdo significativa no consumo de agua. Apesar dessa
diferenga encontrada na dieta entre os animais que receberam tratamento e o controle ser
significante, se fosse decorrente de efeitos adversos, outros marcadores bioldgicos envolvidos
como hematdcrito, ureia e &cido Urico também apresentariam alteracdes (Campbell et al.,
2009) em relagdo aos valores de referéncia, 0 que ndo ocorreu, como pode ser visto nas
Tabelas 5 e 6. Com isso esse resultado apresentou-se como um fato isolado e néo foi atribuido
a um efeito toxico do EASAM. Também houve um aumento significativo de ganho de peso
dos machos satélite quando comparado ao seu controle no periodo dos 14 dias ap6s o término
do tratamento, representado na Tabela 3. Segundo Traesel e colaboradores (2016) algum fator
externo pode ter contribuido especificadamente para esse grupo como a luta pelo dominio de
carater hierarquico ou por serem machos caracteristicos.

A Tabela 4 apresenta o peso (g) e o peso relativo (g/100g) dos érgdos vitais e
reprodutivos dos animais tratados. Em relacdo aos machos, ndo houve diferenca significativa
entre o controle e quaisquer dose do tratamento. Para as fémeas, as tratadas com 25 mg/kg do
EASAM apresentaram diminui¢do significativa do peso relativo do rim em relagdo ao
controle. De acordo com Gowda e colaboradores (2010) um dano neste érgdo aumentaria a
producdo de marcadores renais eficazes como a ureia, creatinina e acido urico, o que nédo
ocorreu no presente estudo como pode-se observar na Tabela 6. Também ndo houve uma
relacdo dose-resposta ja que os tratamentos de 50 mg/kg e 100 mg/kg ndo apresentaram
quaisquer alteragdes. Outro aumento significativo foi no peso absoluto do pulmé&o das fémeas
que receberam a maior dose quando comparado ao controle. Danos pulmonares como resposta

inflamatdria ou citotoxicidade sdo marcadas por alteracdes nos neutrofilos, macréfagos e na
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fosfatase alcalina (Pauluhn et al., 1999) bem como por altera¢@es histopatolédgicas (Cunha et
al., 2009). Os achados no presente estudo demonstraram que ndo houve alteracdes nos
marcadores (Tabelas 5 e 6), porém as alteracdes histopatoldgicas (Figura 1) indicaram uma
pneumonia associada a falsa via devido a gavagem, ndo caracterizando um efeito toxico (Boas
etal., 2018).

O sistema hematopoiético € um dos parametros mais sensiveis para investigar a
toxicidade em humanos e animais. O sangue é o principal carreador de nutrientes e corpos
estranhos, por este motivo, componentes do sangue como eritrocitos, plaquetas e hemoglobina
sd0 as primeiras expostas a compostos toxicos (Adewale et al., 2016). A administracdo do
EASAM nas condi¢des testadas ndo apresentou efeito adverso nos parametros hematoldgicos
guando comparada ao controle negativo, como pode ser visto na Tabela 5, além disso, 0s
valores encontrados sdo considerados normais para a espécie (Lapchik; Mattaraia, 2009; Lima
etal., 2014).

Outro parametro importante para avaliacdo toxicoldgica de determinada substancia
sdo 0s bioquimicos, sua quantificacdo permite determinar o efeito toxico em diferentes
tecidos, podendo ser sistémico ou local (OECD, 2008b). Por exemplo, 0 aumento das enzimas
ALT e AST estdo diretamente relacionado com um dano hepéatico (Ramaiah., 2011) e da ureia
e creatinina com uma lesdo pulmonar (Gowda et al., 2010). Neste trabalho, quantificamos os
niveis séricos dos analitos que permitiram avaliar os biomarcadores metabdlicos, funcédo
hepatica, funcdo renal, os eletrolitos e as proteinas (Tabela 6). Ndo houve diferenca entre o
tratamento e o controle, bem como discrepancia aos valores de referéncia.

A histopatologia dos 6rgdos apds o tratamento € de extrema importancia para a
associacao dos resultados no estudo toxicolégico. No presente estudo foram encontradas
apenas alteracbes pulmonares compativeis com falsa via e caracterizadas pelo espessamento
da parede alveolar por infiltrado inflamatério mononuclear, hiperemia e células gigantes
multinucleadas com imagens sugestivas de fibra vegetal. Tais alteracdes foram observadas em
ambos 0s sexos e estdo representadas nas Figuras 1 e 2. Estas lesdes ndo foram consideradas
de importancia toxicoldgica, pois ocorreram tanto no tratamento quanto no controle negativo
e estdo relacionadas com o processo de manipulacdo do animal (gavagem) (Boas et al., 2018;
Taylor; Mclnnes, 2012).

Ademais, o grupo satélite e o seu controle, que tem seus resultados apresentados
nas Tabelas de 2 a 6 e Figura 3, estabelecidos a fim de verificar os efeitos toxicos persistentes,
tardios ou reversiveis, também ndo apresentaram nenhum resultado que pdde ser associado

com o efeito toxico causado por EASAM.
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4. Conclusao

Os resultados demonstraram que 0 extrato aquoso das sementes de A. moluccana
apesar de apresentar uma DLsp>2000 mg/kg e administrado em baixas concentracGes a curto
prazo ndo apresentarem alteracdes fisioldgicas, bioquimicas, hematoldgicas, histopatoldgicas
e nem sinais clinicos relacionados a toxicidade,  em altas concentra¢cBes e uso continuo

causaram mortalidade nos animais.
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Tabela 1. Constituintes e caracteristicas do EASAM através do sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de

massas.
) Compostos . o
Compostos TR (min) ] o [M+H] MS Referéncias
identificados
505 [(M+H) - 60], 475 [(M+H) —90],

1 42,1 6-C pentos;_/l 8 C 565 383 (aglycone + 113), 353 (aglycone + Figueirinha et al., 2008

hexosyl apigenin

83)
2 42,4 Isovitexin 433 435, 343 [(M+H) — 90], 313 [(M+H) — Ibrahima et al., 2015
1201, 100
6-C-pentosyl-8-C- 533[(M+H)-H,0], 491 [(M+H) - 60] ,461 L
: F h I, 2

3 44,3 pentosy! luteolin 551 [(M+H) — 90] igueirinha et al., 2008
4 57,81 Neriifolin 535 - Carlier et al., 2014

TR: Tempo de retengdo; [M + H]": Massa do composto + 1 hidrogénio.



Tabela 2. Parametros fisiologicos: ganho de peso corporal e consumo de ragao e agua de ratos tratados por via oral com o EASAM.
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Fémeas
Peso inicial (g)
Peso final ()

Ganho de peso

()]

Ganho de peso
(%)

Consumo de
racdo g/dia

Consumo de
agua mL/dia

Machos
Peso inicial (g)
Peso final (g)

Ganho de peso

()

Ganho de peso

Toxicidade aguda

Toxicidade a curto prazo

Controle

204.00 +4.04

222.00 +4.40

20.20£4.79

8.98 £ 2.05

88.31 £ 6.46

186.40 £ 21.11

2000 mg/kg

196.40 +£5.38

225.40 +5.98

29.00 £5.01

12.84 £2.05

76.52 £ 10.64*

158.65 + 13.31**

Controle

136.40 + 23.43

186.80 + 14.26

50.40 + 15.95

27.25+£9.20

83.07 £ 14.63

184.82 £ 53.79

235.00 +£25.94

298.20 £ 35.16

63.20 £ 35.16

21.05 + 3.04

25 mg/kg

142.20 £ 29.30

182.00 £ 22.71

39.80 + 8.86

22.70 £7.98

73.42 £8.99

131.87 +11.82

229.40 £16.43

288.60 £ 16.81

59.20 £ 17.29

20.39 +5.54

50 mg/kg

131.40 + 24.17

195.20 + 8.56

63.80 + 24.76

32.61+£12.28

80.39 £ 13.85

151.07 £ 36.55

231.80 +22.58

297.20 £ 25.14

65.40 £19.23

21.89+543

100 mg/kg

142.25 + 28.54

180.75 £ 19.17

38.50 + 16.37

21.92+10.21

66.35+ 11.11*

140.78 + 30.68

234.40 +16.20

308.20 £ 23.48

73.80 £18.73

23.71+5.14

Satélite

172.75 + 19.45

212.50 +30.77

39.75+£11.43

18.25+3.15

67.50 £ 8.49*

130.67 £ 15.80

236 +15.85

301,8 + 26.60

67.4+32.78

21.64+9,31

Controle do
Satélite

152.6 + 30.36

227.6 £41.75

52.00 + 17,42

26.04 +£10.40

136.07 £18.14

19.03 £ 7.58

2346+14.2

304.80 £9.94

70.2+13.78

22.99+4.39
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Consumo de 11267 +17.05 11067 +1558 11046+11.82  116.75+1944  106.39+1032  114.46 +6.12
racdo g/dia

Consumo de 22375+4959 18857 +24.88  164.10 + 14.30%* 20642 +29.87  182.67+2690  210.17 +25.12
agua mL/dia

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=5). * P < 0.05 vs controle; ** P < 0.01 vs controle. Para toxicidade aguda foi utilizado o Teste T

de Student’s e para a toxicidade a curto prazo ANOVA/Dunnet’s.
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Tabela 3. Parametros fisiologicos: ganho de peso corporal e consumo de racdo e &gua dos ratos que ficaram mais 14 dias em observacéao

(satélite).
Peso inicial (g) Peso final (g) B ]
_ _ Ganho de peso (g) Ganho de peso (%) Consumo de racédo (g) Consumo de agua (mL)
(29° dia) (48° dia)
Fémeas
Controle 204.60 +12.56 212.80+11.68 7.60+ 3.00 3.58 £ 1.50 81.91+6.14 164.28 + 19.07
Satélite  208.75+28.50 213.25+27.80 4.50+1.11 2.11+0.75 66.28 + 7.47** 178.21 £ 19.69
Machos
Controle 308.40+13.30 316.60+8.20 8.20+4.79 2.59+1.54 112.78 £ 5.46 206.07 + 17.94
Satélite  300.80 £25.97 324.00 £ 25.63 18.60+7.17* 5.85+2.36 112.71 £ 8.77 208.21 + 18.86

Valores expressos em média + desvio padrdo (n =5). P < 0.05 vs controle; ** P < 0.01 vs controle ( ANOVA/Dunnet’s)



Tabela 4. Peso e peso relativo dos 6rgdos (g/100g do peso corporal) dos animais tratados por via oral com o EASAM.
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Fémeas

Coracéo
Figado
Baco
Rim
Pulméo
Ovério

Utero
Machos

Coracéo
Figado
Baco
Rim
Pulméo

Testiculo

Epididimo

g
g/100g

g
0/100g

g
0/100g

g
0/100g

g
g/100g
g
g/100g

g
g/100g

g
g/100g

g
0/100g

g
0/100g

g
g/100g

g
g/100g

g
g/100g

g
g/100g

Toxicidade Aguda

Toxicidade a curto prazo

Controle

0.6699 + 0.02
0.3186 + 0.02
8.6275 +0.48
4.1333 +0.54
0.5481 +£0.05
0.2586 =+ 0.04
0.8382 +£0.05
0.4078 £ 0.03
1.2191 +£0.13
0.5676 +0.03

0.0734 £0.01

0.0377 = 0.006
0.4386 + 0.03
0.1952 +0.03

2000 mg/kg

0.7181 +0.05
0.2991 +£0.01
9.3010+1.11
3.8488 £ 0.22
0.5813 £ 0.09
0.2448 £ 0.02
0.9184 £ 0.05
0.3734 £0.02
1.2781 £ 0.06
0.5447 +0.08

0.0847 £ 0.01

0.0320 + 0.007

0.4234 +£0.04
0.1931 +0.04

Controle

0.6060 + 0.05
0.3246 £ 0.01
6.4845 £ 0.62
3.4666 + 0.07
0.4728 £0.04
0.2535+0.01
0.7725 £ 0.06
0.4151 £0.03
1.0807 + 0.07
0.5796 +0.03

0.0874 £ 0.02

0.0468 + 0.01
0.3344 +0.07
0.1782 +0.03

0.8398 + 0.08
0.2846 +0.03
9.4427 +1.59
3.1546 £ 0.29
0.6273 £ 0.09
0.2101 £0.01
1.1052 +0.12
0.3710 £ 0.01
1.3828 +0.27
0.4600 = 0.03
1.2671£0.44
0.4330 £ 0.15
0.3454 +0.06
0.1166 + 0.02

25 mg/kg

0.6064 + 0.04
0.3364 + 0.02
6.2872 £ 0.85
3.4662 £ 0.35
0.4460 £ 0.04
0.2465 £ 0.02
0.6624 £ 0.07
0.3654 = 0.02*
1.2367 +£0.12
0.6924 +£0.12

0.0764 £ 0.01

0.0400 + 0.007
0.3916 £ 0.15
0.2080 + 0.06

0.8819 + 0.07
0.3053 £ 0.01
8.8412 + 0.60
3.0640 £ 0.13
0.5830 £ 0.06
0.2022 £ 0.02
1.1216 £ 0.12
0.3891 £ 0.04
1.3809 +0.11
0.4797 £ 0.04
1.5012 £0.10
0.5204 +0.02
0.3349 = 0.04
0.1164 £0.01

50 mg/kg

0.5992 +0.02
0.3075 +0.01
6.2420 £ 0.74
3.1944 £ 0.31
0.4829 £ 0.04
0.2472 £0.01
0.7359 £ 0.06
0.3769 £ 0.02
1.3884 £ 0.36
0.7166 + 0.20

0.0729 £ 0.01

0.0370 + 0.004
0.3700 £ 0.10
0.1884 + 0.04

0.8453 £ 0.10
0.2843 +0.02
9.3219 £ 0.91
3.1406 £ 0.21
0.6260 £ 0.07
0.2108 £ 0.08
1.1518 +0.14
0.3870 £ 0.02
1.4103 +0.16
0.4754 = 0.04
1.5997 £ 0.09
0.5403 +£0.03
0.3653 + 0.02
0.1234 £0.01

100 mg/kg

0.6317 £ 0.08
0.3484 +0.02
6.5465 £ 0.44
3.6503 £0.33
0.4598 £ 0.04
0.2546 = 0.008
0.7305+0.04
0.4066 + 0.02

1.9258 £ 0.70***

1.0492 £ 0.35
0.0821 £ 0.02

0.0445 +0.008
0.3165 + 0.08
0.1721 +0.03

0.8397 + 0.05
0.2744 +0.02
10.0925 £ 0.72
3.289+0.20
0.5850 £ 0.03
0.1905 + 0.007
1.1947 + 0.06
0.3897 £ 0.02
1.4760 £ 0.24
0.4979 = 0.06
1.6392 £ 0.05
0.5464 = 0.05
0.3477 +£0.02
0.1135+0.01

Satélite

0.7007 = 0.07
0.3300 £ 0.01
6.6575 +1.26
3.1027 £0.24
0.4992 £ 0.05
0.2351+£0.01
0.7897 £0.13
0.3682 £ 0.01
1.3707 £ 0.06
0.6539 + 0.08

0.1186 £ 0.02

0.05+0.01
0.4047 £ 0.03
0.1916 £ 0.01

0.8701 +0.09
0.2744 £ 0.03
9.5737 £1.19
2.9953+0.18
0.6365 £ 0.06
0.1994 + 0.005
1.1579 £ 0.13
0.3624 £ 0.02
1.7092 +£0.18
0.5419 +£0.09
1.5119+£0.10
0.4770 = 0.05
0.3625 + 0.04
0.1140 £ 0.01

0.6457 +0.03
0.3044 +0.02
6.5619 + 0.61
3.085+0.25
0.4723 £0.05
0.2218 £ 0.02
0.7967 £ 0.04
0.3744 + 0.006
1.1299 + 0.08
0.5311 +0.03

0.1190 +0.03

0.054 +£0.01
0.3865 +0.13
0.1792 +0.05

0.8576 +0.07
0.2707 £ 0.02
9.4055 + 0.56
2.9687 £ 0.08
0.6543 +0.08
0.2068 = 0.02
1.1785+0.11
0.3719 £ 0.02
1.4649 + 0.07
0.4634 +0.03
1.5603 £ 0.04
0.4931+0.01
0.3686 + 0.03
0.1164 + 0.009

Controle do Satélite
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Valores expressos em média + desvio padrdo (n = 5). * P < 0.05 vs controle; ** P < 0.01 vs controle; *** P < 0.001 vs controle.
(ANOVA/Dunnet’s).



Tabela 5. Pardmetros hematoldgicos de ratos tratados por via oral com 0 EASAM.

Fémeas

Leucécitos (/mm3)
Eritrocitos (milhdo/mm3)
Hemoglobina (g/dL)
Hematocrito (%)

VCM (fL)

HCM (pg)

CHCM (g/dL)

Plaquetas (.103/mm3)
Largura de Distribui¢do de Células Vermelhas (%)
Mondcitos (%)
Linfécitos (%)

Basdfilos (%)
Neutréfilos (%)

Machos

Leucécitos (/mm3)
Eritrdcitos (milhdo/mm3)
Hemoglobina (g/dL)
Hematdcrito (%)
VCM(fL)

HCM (pg)

CHCM (g/dL)

Plaquetas (.103/mmd)
Largura de Distribuigdo de Células Vermelhas (%)
Monacitos (%)
Linfocitos (%)

Basdfilos (%)
Neutréfilos (%)

Controle

7286 + 1752
8.94+0.21
15.74 +0.45
50.18 +1.52
56.08 + 0.64
17.58 £ 0.29
31.31+0.31
1006 + 134
15.60 + 0.64
0.20+0.10
87.94+0.10
0.44 +0.08
10.12 + 1.17

7770 + 1602
9.31+0.18
16.00+ 0.6
51.24 £ 2.02
55.01+1.16
17.17 +0.36
31.19+0.35
1030 + 68
17.24+0.3
0.28+0.11
82.26 £1.99
0.32+0.11
15.8+1.82

25 mg/kg

7360 * 2156
8.38 +0.31
149 +£0.87
47.17 £ 2.39
56.23 £1.01
17.75+£0.49
31.52 +0.49
1012 + 120
13.62 £ 0.93
0.66 +0.59
90.15+ 3.34
0.50+0.12
5.47 +3.69

8074 + 1159
9.8+0.49
16.86 £ 0.5

54.02 £2.01

55.12 +1.55

17.20 +0.48

31.19+£0.37
915+108

1744 +1.11
0.14+0.04

83.82+4.12
0.6+0.13

14.48 £ 3.75

50 mg/kg

7530 * 1500
8.67+0.1
15.22+0.7
48.9+221
56.35+0.7

17.53+£0.25

31.08 £ 0.09
911 + 162
14.8+1.28
0.24+0.21

86.84 + 3.53
0.50+0.16

10.68 + 3.63

88.68 + 864
9.55+0.48
16.50 £ 0.70
52.90+£1.80
55.40 £1.60
17.26 +0.24
31.14 £ 0.46
865 * 65
17.04 +1.12
0.16 +0.04
85.56 + 2.57
0.36 £0.10
12.74 + 2.17

Toxicidade a curto prazo

100 mg/kg

7002 + 2201
8.86 +0.36
15.45+0.40
49.27 +1.98
55.62+£1.15
17.45+ 041
31.33£0.56
1005 + 188
1520+ 151
0.66 +0.59
87.55+2.18
0.80+0.49
6.85+2.82

8108 + 2777
9.24 £ 0.37
16.18 £ 0.75
51.46 +£2.48
55.67 £1.22
17.50+0.3
31.41+£0.28
897 +138
15.94 + 0.87
0.17+0.04
83.88 +£2.82
0.3+0.08
13.96 £ 2.55

Satélite

6695 + 1531
8.83+0.55
15.35+0.71
49.6 £2.84
56.19 + 0.87
17.39+0.3
30.95 + 0.59
933 +65
149+ 150
0.13+0.09
84.15+4.09
0.40+0.18
13.65 + 3.53

8270 + 1649
9.55+0.38
16.12 £ 0.52
52.58 +2.37
55.01+0.74
16.87 +0.23
30.66 + 0.64
968 + 43
179+0.6
0.2+0.08
84.58 +2.75
0.28 £0.04
13.42 £ 3.04

Controle satélite

5914 + 2512
8.49+0.24
15.00 +0.40
47.82+1.24
56.32 £ 0.55
17.66 £ 0.26
31.33+£0.25
1093 + 267
14.14 £ 0.73
02+0.14
83.24 £ 3.15
0.22+0.14
13.94 + 2.38

8358 + 1381
9.15+0.11
15.72+£0.38
51.26 £ 0.52
56.02 £ 0.33
17.17+0.21
30.65 + 0.45
944 + 80
17.12 +0.50
0.12+0.08
84.76 £ 2.56
03+0.1
13.12£2.32

Valor de referéncia

4.0-10.2*
5.4-8.5¢
11.5-16*
37-491
49.1-62.5?
16.6-18.92
29.9-34.92
757-14762
12.7-18.22
0.6-7.92
57.9-902
0.00-0.402
5.4-37.52

4.0-10.2¢
5.4-8.51
11.5-16¢
37-491
49.1-62.52
16.6-18.92
29.9-34.9?
757-14762
12.7-18.22
0.6-7.92
57.9-90?
0.00-0.402
5.4-37.52

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=5). * P < 0.05 vs controle; ** P < 0.01 vs controle; ( ANOVA/Dunnet’s).* (Lapchik et al., 2009).3(

Lima et al. 2014).



Tabela 6. Pardmetros bioquimicos de ratos tratados via oral com 0 EASAM.
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Toxicidade a curto prazo

Fémeas

Glicose (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
HDL colesterol (mg/dL)
Triglicerideos

Alanina
aminostransferase
Aspartato
aminostransferase

Uréia

Creatinina

Albumina

Proteinas totais

Acido Urico

Fosfatase alcalina

Machos

Glicose (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
HDL colesterol (mg/dL)
Triglicerideos

Alanina
aminostransferase
Aspartato
aminostransferase

Uréia

Creatinina

Albumina

Proteinas totais

Acido Urico

Fosfatase alcalina

Controle

151.16 +45.84
66.74 + 11.98
67.84 + 11.45
38.84£7.29
30.22 £ 6.06

90.44 + 18.52

49.68 £ 5.90
0.48 +0.18
4.77 +0.08
6.6+0.10
3.40+0.79
83.20+£13.21

191.42 +71.22
61.20 + 11.42
62.20 + 10.02
45.20 £ 9.00
35.86 +6.77

83.64 + 15.75

43.38£6.18
0.38 +0.02
450+0.10
6.44 +0.22
3.00+£0.60
110.00 £ 4.24

25 mg/kg

95.4+9.76

61.8 + 13.65
62.4 +11.92
40.12 + 9.56
27.62 +£3.59

130.42 +32.02

43.22+£5.13
0.40 +0.06
4.52+0.29
6.56 + 0.32
2.13+0.24
62.75+7.22

178.86 +31.47
51.60 £ 9.93
53.82 +£9.48
35.14 £ 6.03
36.24 £ 4,57

83.64 +14.89

39.70 £ 3.91
0.36 +0.04
4.68 +0.19
6.60 +0.28
3.80+£0.79
116.00 £ 2.16

50 mg/kg

144.04 + 44.58
60 +7.34
58.48 +6.76
43.06 +6.14
37.54 +£8.13

87.8+12.99

46.40 £ 7.97
0.39+0.04
4.66 £ 0.26
6.70+0.31
3.52+0.09
80.50 + 15.30

179.18 £54.11
53.60 + 9.39
56.00 £ 7.92
42.06 £9.94
31.78 +6.82

77.04 +11.30

40.36 £5.05
0.38 +0.02
474 +0.10
6.60 +0.12
3.35+0.53
98.66 3.29

100 mg/kg

125.82 + 37.22
65.77 + 13.83
65.35 + 13.08
44.77 +10.89
31.55+2.46

90.57 £ 39.34

4247 £ 24.54
0.3+0.02
442 +0.26
6.62 £ 0.23
3.33+1.04
80.66 + 11.26

191.52 +72.38
54.00 + 7.56
57.00 + 6.84
41.44 +7.85
3144 +2.18

86.16 + 21.70

41.18 +4.53
0.39+0.04
4.62 +0.17
6.42 +0.33
3.13+0.67
113.33 £2.62

Satélite

108.05 + 27.27
54.25 +16.63
52.25+14.88
36.60 + 8.93
31.35+2.46

7547 +5.71

43.77+4.64
0.44 +0.02
4.69 £ 0.07
6.92 £ 0.17
3.40+0.29
57.00 £ 6.48

146.64 + 34.32
61.8 +5.03
58.60 + 3.82
55.98 + 13.49
34.54 +12.96

91.56 + 36.51

37.02+3.17
0.40+0.03
458 +0.12
6.60 +0.12
3.30+£0.63
98.66 * 6.94

Controle do
Satélite

121.76 + 14.86
62.40 + 6.15
58.00 +4.33
42.38 +10.85
30.16 + 2.58

84.52 +13.00

47.06 £4.76
0.47+0.04
4.67£0.13
6.76 £ 0.23
2.75+0.54
50.25+2.94

232.6 £61.10
56.68 + 10.15
54.34 +8.78

63.10 +17.95
51.54 +32.12

128.06 + 68.43

42.20 £ 6.49
0.38 +0.03
454 +0.18
6.62 +0.17
3.40+£0.30
117.00 £9.20

Valores de referéncia

85-1321
46-921
37-591
58-106*

17-50t

39-93t

32-541
0.2-05?
3.3-491
6.3-8.6¢
1.2-3.4?
51-1162

85-1321
46-921
37-591
58-1062

17-50*

39-93¢

32-541

0.2-0.5?
3.3-4.91
6.3-8.61
1.0-3.22
56-1532
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Valores expressos em media + desvio padrdo (n=5). * P < 0.05 vs controle; ** P < 0.01 vs controle; *** P < 0.001 vs controle.
(ANOVA/Dunnet’s).t (Lapchik et al., 2009). 2 (Lima et al., 2014).
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Fémeas
Cérebro Coracéo Pulméo Figado Rim Baco

Controle
negativo

100
mg/kg

50 mg/kg

25 mg/kg

Figura 1. Andlise histopatoldgica dos 6rgdos das ratas tratadas a curto prazo com o EASAM. (H&E, obj. 20X e 40X). Setas indicam &areas com
lesbes por falsa via nos pulmdes (espessamento da parede alveolar, infiltrado inflamatério mononuclear e células gigantes multinucleadas com
imagens sugestivas de fibras vegetais).
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Coragéo

Controle
negativo

100
mg/kg

50 mg/kg

25 mg/kg

Figura 2. Analise histopatoldgica dos 6rgdos dos ratos tratados a curto prazo com 0 EASAM. (H&E, obj. 20X e 40X). A seta indica area com leséo
por falsa via nos pulmdes (espessamento da parede alveolar, infiltrado inflamatdrio mononuclear e células gigantes multinucleadas com imagens

sugestivas de fibras vegetais).
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Fémeas
Cérebro Coracéo Pulméo Figado Rim Baco

Controle
negativo
Satélite

Satélite

Cérebro Coracéo Pulméo

Controle
negativo
Satélite

Satélite

Figura 3. Analise histopatoldgica dos 6rgaos dos animais que foram tratados durante os 28 dias e ficaram mais 14 dias em observacdo. (H&E, obj.

20X e 40X). Setas indicam areas com lesdes por falsa via nos pulmdes (espessamento da parede alveolar, infiltrado inflamatério mononuclear
celulas gigantes multinucleadas com imagens sugestivas de fibras vegetais).
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5.2 Manuscrito I11: Citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade do extrato aquoso de
sementes de Aleurites moluccana (L.) Willd. ensaios in vitro e in vivo - Revista Regulatory
Toxicology and Pharmacology.

(Fator de impacto 2.996, Qualis A2 na area de Medicina Il)

Link com as normas da revista: https://www.elsevier.com/journals/regulatory-toxicology-

and-pharmacology/0273-2300/guide-for-authors
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Citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade do extrato aquoso das sementes de Aleurites

molucanna (L.) Willd. em ensaios in vitro e in vivo

Pamella Fukuda de Castilho?, Fabiana Gomes da Silva Dantas®, Silvia Aparecida Oesterreich?,
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Desoxirribonucleico; EASAM, Extrato Aquoso das Sementes de Aleurites moluccana; MN-
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carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenilo]-2H-tetraz6lio); PCE, Eritrdcito Policromatico.
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Resumo
Sementes de Aleurites moluccana, “noz da India”, sio popularmente utilizadas para
emagrecimento e estudos para avaliacdo toxicologica e validacdo do uso seguro sdo
necessarios. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial citotoxico, genotoxico e
mutagénico e do extrato aquoso das sementes de Aleurites moluccana (EASAM) em ensaios
in vitro e in vivo. Para 0s ensaios in vitro, o potencial mutagénico foi avaliado pelo teste de
Ames na presenca e auséncia da ativagdo metabdlica e o potencial citotdxico pelo ensaio do
MTS frente linhagens tumorais e ndo-tumorais. Para 0s ensaios in vivo, o potencial
mutagénico foi avaliado pelo teste do micronicleo utilizando células hematopoiéticas da
medula éssea e 0 genotdxico pelo teste do cometa utilizando células de sangue periférico. Os
resultados demonstram que 0 EASAM ndo apresentou potencial mutagénico in vivo e in vitro
e genotoxico in vivo. Quanto ao potencial citotoxico, 0 EASAM na maior concentracdo
reduziu a viabilidade celular de todas as linhagens a menos de 50%, e, nas menores
concentrag0es, manteve a viabilidade das linhagens tumorais reduzidas (65 — 95%). De
acordo com os resultados deste trabalho, 0 EASAM nas condi¢6es e concentracdes avaliadas,
ndo apresentou potencial genotdxico in vivo e mutagénico in vitro e in vivo, entretanto,

observou-se potencial antiproliferativo nas concentracdes testadas.

Palavras-chave: Produtos naturais; noz da India, teste de Ames; microndcleo; cometa.
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1. Introducéo

Produtos naturais sdo considerados fonte inesgotavel para obtencdo de substancias
com potencial terapéutico. O uso de plantas para fins medicinais € uma pratica que integra 0s
aspectos populares e as propriedades quimicas que sdo fundamentadas na estrutura e
principios ativos (Yun, 2010). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude milhdes de
pessoas utiliza como fonte de cuidados priméarios com a saude e, até mesmo unico, as plantas
(OMS, 2013). Na literatura ha dados que confirmam a atividade bioldgica e segurancga dessas
plantas utilizadas como medicinais (Fratoni et al., 2018; Saleem et al., 2019) bem como
outros que demonstraram possiveis efeitos adversos (Prinsloo et al., 2018; George, 2011).

Considerando este ultimo fato, estudos e diretrizes alinharam-se para padronizar testes
que avaliam a toxicologia das plantas para o desenvolvimento de medicamentos. Entre esses
testes, destacam-se os estudos que avaliam a capacidade dos produtos naturais na inducdo de
danos ao material genético e, incluem um teste de mutacdo génica em bactéria, o teste de
micronlcleo em células hematopoiéticas de roedores e um segundo ensaio in vivo, como o
ensaio do cometa (ANVISA, 2013). Os resultados obtidos nos estudos, podem entéo,
esclarecer sobre a toxicologia das plantas utilizadas e assim fundamentar o seu consumo.

Aleurites moluccana (L.) Willd., pertence a familia Euphorbiaceae e é considerada
uma planta medicinal. Suas cascas, folhas e 0 6leo também sédo utilizados popularmente para
o0 tratamento de inimeras doencas, como: Ulceras, conjuntivite, inflamacdes, febre, gonorreia,
(Hoepers et al., 2015; Krisnawati et al., 2011). Quanto aos estudos farmacoldgicos, esses
estdo direcionados para suas partes areas, as folhas, que j& demonstraram potencial anti-
inflamatdria e analgésico (Cesca et al., 2012; Quintdo et al., 2011). Além disso, uma parte que
tem chamado atencdo em A. moluccana sio suas sementes, conhecidas como “noz da India”,
que estavam sendo ingeridas pela populacdo para emagrecer, mas que foram relatadas com

potencial toxico (CIVITOX-MS, 2016) e associada a trés obitos (ANVISA, 2017).
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Em 2017 a ANVISA proibiu 0 uso e comercializacio da noz da india apds o
conhecimento dos fatos, porém, até 0 momento ndao ha comprovacBes cientificas. Assim,
considerando a auséncia desses estudos e o conhecimento de que os produtos naturais podem
apresentar efeitos adversos, o nosso trabalho teve como objetivo avaliar o potencial toxico do
extrato aquoso das sementes de Aleurites moluccana através dos estudos de citoxicidade,

genotoxicidade e mutagenicidade em ensaios in vitro e in vivo.

2. Material e métodos

2.1 Material vegetal e preparo do extrato

As sementes frescas de Aleurites moluccana foram obtidas comercialmente na cidade
de Séo Paulo, Séo Paulo, Brasil. Para o preparo do extrato aquoso 200g de semente foram
trituradas no liquidificador com 1000 mL de agua destilada durante 2 min. Essa mistura ficou
durante 72 h uma incubadora de bancada com agitacdo orbital (Quimis, Brasil) a temperatura
ambiente e ap0s esse periodo foi filtrada com papel filtro de celulose. O filtrado foi liofilizado
e 0 produto obtido foi um pd de cor bege com um rendimento de aproximadamente 10%. A

amostra foi armazenada em um recipiente e refrigerada a 4 °C até posterior analises.

2.2 Testes in vitro

2.2.1 Teste de ames

O potencial mutagénico in vitro foi avaliado pelo Teste de Ames atraves do método
de microssuspenséo descrito por Kado e colaboradores (1983) e de acordo com os protocolos
estabelecidos pela Organisation for Economic Cooperation and Development (OCED)

Guideline 471 (OECD, 1997). O ensaio foi conduzido na presenca e auséncia da
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metabolizacdo exdgena, obtida a partir do figado de ratos Sprague-Dawley e preparada antes
de cada teste e com as linhagens de Salmonella Typhimurium TA97a, TA98, TA100, TA102
e TA1535 padronizadas de modo a obter uma suspensdo celular de 108 células por mL.

Para o teste foram adicionados 50 uL de tampéo fosfato 0,2 M ou a fracdo S9, 5 pL
do EASAM nas concentracfes de 5000, 1500, 500, 150 e 50 ug/placa e 50 uL da suspenséo
bacteriana em cada tubo teste. Os tubos foram pré-incubados por 90 min a 37 °C. Apds o
tempo de incubacdo, 2 mL de top &gar foram adicionados em cada tubo e em seguida a
mistura foi vertida em placas de agar minimo. As placas foram incubadas a 37 °C por 48-66 h
e as colbnias revertentes contadas. Como controle positivo no ensaio com fragdo foi utilizado
2-aminoantraceno (2-ANTR) (0,63 pg/placa) para todas as linhagens. No ensaio sem a fracao,
foram utilizados a nitrofenilenodiamina (10 ug/placa) para linhagem TA98 e TA97a e azida
sodica (2,5 pg/placa) para as linhagens TA100 e TA1535. Agua destilada esterilizada foi
utilizada como controle negativo. Todos os reagentes utilizados como positivos foram

adquiridos da Sigma Aldrich. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.2.2 Teste de citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada via atividade mitocondrial utilizando o reagente
colorimétrico pelo método de reducdo do reagente MTS (3 [4,5-dimetiltiazol-2-il]-5-[3-
carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenilo]-2H-tetrazolio) (Promega, Fitchburg, USA) de acordo
com a metodologia descrita por Capoci et al., 2015. Foram utilizadas linhagens tumorais
HelLa ATCC CCL-2™ ¢ SiHa ATCC HTB-35" provenientes de adenocarcinoma humano de
colo de utero e carcinoma cervical infectadas por HPV-16, respectivamente e linhagem
celular ndo-tumoral VERO ATCC CCL-81™, de células de rim de macaco verde africano,

Cercopithecus aethiops.
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As linhagens HelLa e SiHa foram cultivadas em meio Eagle’s modificado por
Dulbecco’s (DMEM, Gibco,EUA) e a linhagem VERO em meio RPMI 1640, ambos
suplementados com 10% de soro bovino fetal (Gibco, EUA) e 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S, Gibco, EUA ). Apds 80% de confluéncia, as células foram
ajustadas para 2 X 10° células/mL e 200 ul foram inoculadas em placas de 96 pogos. Apds 24h
de incubacéo, os pocos foram lavados trés vezes e as células foram tratadas com EASAM nas
concentragdes de 5000, 1500, 500, 150, 50 pg/mL. Apds 24 horas de incubacéo a 37 °C e 5%
de CO,, foi realizada a leitura da microplaca mensurando a densidade ética a 490 nm

(Biochrom, Holliston, MA, USA). O ensaio foi realizado em triplicata.

2.3 Testes in vivo

2.3.1 Animais e tratamentos

Para os testes do cometa e microndcleo foram utilizados setenta ratos (Rattus
novergicus) da linhagem Wistar de ambos sexos (40 fémeas e 30 machos) com idade entre 45
e 60 dias e peso semelhantes. Os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade
Federal da Grande Dourados e mantidos em uma caixa de polipropileno com 5 animais por
caixa. Depois foram alocados no biotério da Faculdade de Ciéncias da saude e ficaram em
temperatura (22 + 2 °C), umidade (40 - 60%) e luminosidade (ciclo claro-escuro de 12 h)
controladas e com livre acesso a agua e racao. O experimento s deu inicio ap0s a aclimatacéo
dos animais. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientacdes para 0S
cuidados com animais de laboratério definidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal

da Universidade Federal da Grande Dourados (protocolo n° 28/2017).
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Cinco grupos com um n=10 sendo 5 fémeas e 5 machos foram estabelecidos: 1.
Controle negativo: tratados durante 28 dias com administracdo do veiculo por via oral; 2, 3 e
4 Grupos teste: os animais foram subdivididos em trés grupos tratados (100mg/kg, 50mg/kg e
25mg/kg), o tratamento ocorreu por via oral durante 28 dias com uma das doses de EASAM,;
5. Controle positivo: os animais foram tratados com ciclofosfamida administrada via

intraperitoneal em concentracdo de 20 mg/kg, 24 horas antes da eutanasia.

2.3.2 Teste do micronucleo

O ensaio foi conduzido de acordo com os protocolos estabelecidos pela Organisation
for Economic Cooperation and Development Guideline 474 (OECD, 2016a) depois do
tratamento continuo de 28 dias dos animais. Apds a eutanasia, cada animal teve seu fémur
direito retirado. As extremidades do fémur foram cortadas para exposicao da medula 6ssea. O
canal medular foi lavado com 1 mL de soro bovino fetal e foi coletado em um microtubo e
centrifugado durante 5 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
utilizado para confeccdo do esfregaco. Decorrido 24 horas, fixou-se as laminas em metanal
PA durante 10 minutos. Ap0s, realizou-se a coloragdo com Giemsa, lavada com &gua
destilada e armazenada.

Para analise, um total de 2000 eritrdcitos policroméaticos (PCEs) por animal foram
analisados em microscépio Optico no aumento de 100x. Cada PCE foi observado a fim de

verificar a presenca ou auséncia do micronucleo.

2.3.2 Teste do cometa
O ensaio foi conduzido de acordo com os protocolos estabelecidos pela Organisation
for Economic Cooperation and Development Guideline 489 (OECD, 2016b) depois do

tratamento continuo de 28 dias dos animais. Apds a eutanasia, amostras de sangue periféerico
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foram retiradas através da puncdo caudal em cada animal. Quarenta microlitros da amostra
foram adicionados em microtubos heparinizados, seguidamente foram adicionados 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo e homogeneizados. As amostras produzidas foram
distribuidas em laminas previamente com agarose padrdo, e toda etapa foi conduzida em
ambiente protegido da luz por tratar-se de experimentacdo fotossensivel. As laminas foram
armazenadas em um refrigerador (3°C) por 20 minutos para solidificacdo da agarose.
Decorrido esse tempo, as laminulas foram retiradas e as laminas submergidas em solucdo de
lise por 2 horas a 3°C. Apds o processo de desnaturacdo, as laminas foram imersas em
solucdo tampédo e submetidas a corrida eletroforética por 20 minutos a 4°C com 300 mA e 25
V. Feito esse processo, as laminas foram retiradas e imersas em solugdo de neutralizacdo em
trés ciclos por 5 minutos. Por fim, as laminas foram fixadas em alcool etilico por 10 minutos e
mantidas em refrigerador 4°C até as andlises.

Anteriormente a leitura, as laminas foram coradas com 100 puL de brometo de etidio.
A leitura foi realizada em microscépio de epifluorescéncia, equipado com filtro de excitacdo
420-490nm e filtro de barreira 520nm. Foram observadas 100 células por animal e os danos
no DNA foram classificados em: classe 0, sem dano; classe 1, cauda com até o didmetro do
nucleoide; classe 2, cauda com duas vezes o diametro do nucleoide e classe 3, cauda longa,
comprimento superior a 2 vezes o didmetro do nucleoide. Além disso, calculou-se o escore e a

frequéncia de danos de cada amostra.

2.4 Estatistica

Para o teste de Ames, os resultados foram analisados pelo programa estatistico Salanal
(U.S. Environmental Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, EUA, versdo 1.0,
do Research Triangle Institute, RTP, EUA), adotando 0 modelo de Bernstein e colaboradores

(1982).
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Para analise dos demais resultados, o teste de analise de variancia (one-way ANOVA)
foi utilizado, seguido do pos teste de Tukey. O nivel de significancia foi considerado como P
<0,05. As analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prisma versao

5.01, para Windows.

2.4 Estatistica

Para o teste de Ames, os resultados foram analisados pelo programa estatistico Salanal
(U.S. Environmental Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, EUA, versdo 1.0,
do Research Triangle Institute, RTP, EUA), adotando o modelo de Bernstein e colaboradores
(1982). Para analise dos demais resultados, o teste de analise de variancia (one-way ANOVA) foi
utilizado, seguido do pos teste de Tukey. O nivel de significancia foi considerado como P <0,05.
As analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prism versdo 5.01, para

Windows.

3. Resultados

3.1 Teste de Ames

Os resultados estdo representados na Tabela 1. O EASAM ndo apresentou
mutagenicidade in vitro nas condi¢bes testadas. De acordo com o numero de colbnias
revertentes, nenhuma das concentragdes avaliadas exibiram mutagenicidade frente as
linhagens TA97a, TA98, TA100, TA102 e TA1535 na presenca e na auséncia da ativacdo
metabolica. Ainda, o indice mutagénico ndo foi igual ou superior a dois e ndo houve uma
relagdo dose-resposta. Entretanto, algumas concentragdes aumentaram significativamente (P

<0.05 e p<0.01) as coldnias revertentes quando comparada ao controle negativo, sugerindo
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um potencial a tornarem-se mutagénicas. Ambos controles, positivo e negativo, tiveram o

numero de coldnias revertentes dentro do esperado, validando o teste.

3.2 Teste de citotoxicidade

O ensaio de reducdo do MTS foi utilizado para avaliar o potencial citotoxico do
EASAM e os resultados estdo na Figura 1. Os compostos séo considerados citotoxicos quando
reduz a viabilidade celular em 50% ou mais. Somente a concentracdo de 5000 pg/mL do
EASAM foi capaz de inibir em mais de 50% do crescimento das linhagens celulares, sendo
35,18%; 37,18% e 40,95% para Hela, SiHa e Vero, respectivamente. J& nas demais
concentracdes a viabilidade das linhagens tumorais manteve-se entre 58 - 95% e a linhagem

nao-tumoral 61 - 100%.

3.3 Teste do micronucleo

No teste de micronucleo foram analisadas as médias de frequéncia de eritrocitos
policroméaticos micronucleados (MN-PCEs) nos animais tratados de ambos os sexos. Os
resultados estdo expressos na Figura 2 e demonstram que a frequéncia de MN-PCEs nas
células tanto das fémeas (a) quanto dos machos (b) tratados no grupo controle positivo
apresentou um aumento significativo quando comparado com o grupo controle negativo. Ja na
comparagdo dos grupos tratados com as diferentes concentragdes do EASAM com controle
negativo ndo houve diferenca significativa. Os resultados obtidos neste ensaio demonstraram

que o EASAM nas diferentes concentragdes utilizadas ndo foram mutagénicos.

3.4 Teste do cometa
A Tabela 2 demonstra os resultados obtidos no ensaio do cometa ap0s o tratamento

com as concentracOes de 100, 50 e 25 mg/kg do EASAM durante os 28 dias. Pode-se observar
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que tanto as células periféricas das fémeas quanto dos machos Wistar ndo apresentaram
genotoxicidade, visto que o escore e a frequéncia de danos no DNA dos animais tratados ndo
foram estatisticamente diferente em comparacdo ao grupo controle negativo. Além disso, o
grupo controle positivo apresentou o escore de 127,00 e 122,40 e o grupo controle negativo o
escore de 5,40 e 7,80 para fémeas e machos, respectivamente, e houve diferenca significativa

entre 0s grupos em comparagao.

4. Discussao

Produtos naturais sao utilizados tradicionalmente para promover a saude e na literatura
podemos encontrar diversos trabalhos que comprovem seus efeitos terapéuticos. No entanto,
esses produtos também podem ser prejudiciais, fundamentando a necessidade de estudos
toxicoldgicos como testes de genotoxicidade e citotoxicidade. Apds refinamentos para
determinar quais testes sdo apropriados, 6rgdos reguladores chegaram a uma bateria de
ensaios, dos quais, os realizados nesse trabalho estdo fortemente recomendados (OECD,
2015). No nosso estudo, o extrato aquoso das sementes de Aleurites moluccana (EASAM),
popularmente consumidas para perda de peso, foi avaliado em ensaios in vitro e in vivo para
mutagenicidade, genotoxicidade e citotoxicidade.

O teste de Ames é provavelmente considerado o principal e mais importante teste
qguando falamos sobre screening carcinogénico para aprovacdo regulamentar, apresentando
uma previsdo positiva de aproximadamente 90% (Zeiger, 2019). O teste avalia o potencial in
vitro da amostra em causar mutacGes do tipo deslocamento do quadro de leitura ou
substituicdo de pares de base e também permite verificar se a amostra tem agéo direta ou
indireta através da metabolizacdo exdgena (fracdo S9) que é adicionada ao ensaio (Ames,

1983). O nosso trabalho foi o primeiro estudo que avaliou o potencial mutagénico das
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sementes de Aleurites moluccana. Os resultados estdo apresentados na Tabela 1 e pode-se
observar que apesar do aumento das col6nias revertentes ter sido significativo em algumas
concentracdes, ndo houve indice de mutagenicidade maior que dois e nem dose resposta,
sendo assim, 0 EASAM néo foi considerado mutagénico de forma direta e/ou indireta frente
as concentracdes e linhagens analisadas.

A avaliacdo da viabilidade celular permite verificar se um composto afeta as fungdes
e/ou induz a morte celular, caracterizando-se como citotéxico (Riss et al., 2011). Um dos
testes que determinam a viabilidade celular é o teste do MTS, que fundamenta-se na reducéo
enzimatica pelas desidrogenases celulares do sal tetrazolio ao formazan, ocasionando uma
mudanca colorimétrica, quantificada por espectrofotometria (Mavrova et al., 2016). Neste
trabalho o potencial citotdxico do EASAM foi avaliado pelo teste do MTS empregando
linhagens celulares ndo-tumorais e tumorais. Os resultados na Figura 1 demonstram que a
concentracdo de 5000 pg/mL diminuiu mais de 50% da viabilidade das trés linhagens
celulares avaliadas, sendo a maior reducdo nas linhagens tumorais Hela (35,18%) e SiHa
(37,18%). O EASAM demonstrou ter uma atividade maior frente as linhagens tumorais, pois,
mesmo nas menores concentracfes a viabilidade celular estava reduzida, enquanto para a
linhagem n&o-tumoral, a concentracdo de 500 praticamente ndo reduziu a viabilidade (95,5%)
e nas concentracdes de 150 e 50 a viabilidade manteve-se em 100%. As sementes da familia
Euphorbiaceae sdo descritas como oleaginosas, sendo que na maioria delas o acido linoleico é
o0 principal constituinte (Silva et al., 2014). Em adicdo, estudos ja demonstraram a atividade
deste acido contra linhagens celulares tumorais (lgarashi; Miyazawa, 2000; Cheng et al.,
2019). De acordo com Giakoumis e Sarakatsanis (2018) o &cido linoleico também € o
composto majoritario das sementes de A. moluccana e os resultados obtidos no presente
trabalho, corroboram com os achados anteriores da atividade deste acido contra linhagens

tumorais e demonstra que 0 EASAM pode ser um potencial antiproliferativo.
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Durante o processo de divisdo celular a perda de cromossomos inteiros ou fragmentos
que ndo migraram para o nucleo principal e ndo foram incluidos no nucleo das células filhas,
originam o que chamamos de micronucleo (Heddle et al., 1983). A partir desse conhecimento,
desenvolveu-se o teste do micronucleo, que permite verificar se determinada amostra causa
dano cromossdémico nas células. Preferencialmente, as células utilizadas sdo as que estdo em
altas e constantes taxas de divisdo, como os eritrocitos, sendo os policromaticos (eritrocitos
jovens) os avaliados (Araldi et al., 2015). A elevada frequéncia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (MN-PCEs) indicam o dano cromossémico (Fenech, 2000). No nosso
trabalho, os grupos que receberam o controle positivo, tiveram um aumento significativo na
frequéncia de MN-PCEs, como ja esperado, pois a ciclofosfamida é um composto
conhecidamente mutagénico (Tolouei et al., 2018). Ja a frequéncia dos MN-PCEs dos grupos
que receberam o EASAM, em quaisquer das concentracfes, foi semelhante a do controle
negativo, demonstrando que nas condicGes avaliadas, 0 EASAM ndo apresentou potencial
mutagénico in vivo (Figura 2a e 2b).

Outro teste que avalia 0 dano genético de uma amostra € o teste do cometa. A
associacao entre o teste do cometa e o teste do micronucleo é considerada padrdo ouro,
apresentando diversas vantagens, como: alta sensibilidade, poder estatistico, rapidez, baixo
custo além da versatilidade (Araldi et al., 2015). O ensaio baseia-se no movimento do DNA
danificado contido no nucleoide em direcdo ao anodo, quando submetido a eletroforese,
produzindo uma estrutura semelhante a um cometa (Gunasekarana et al., 2015) onde o
tamanho da cauda € proporcional ao dano celular (Parasuraman et al., 2011). O teste avalia 0
potencial genotoxico da amostra e é aplicado como um biomarcador para predicdo de
suscetibilidade genética e identificacio de danos ao DNA que podem levar a
carcinogenicidade (Kang et al., 2013). De acordo com os resultados do presente trabalho, o

EASAM ndo apresentou potencial genotdxico nas células dos ratos em nenhuma das
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concentracdes avaliadas para ambos os sexos, pois ndo houve diferenca significativa no
escore e frequéncia de danos ao DNA quando comparado aos animais do controle negativo.
Além disso, 0 grupo de animais tratados com o controle positivo apresentou valores maiores
de lesbes nas células quando comparado ao grupo controle negativo, confirmando a validacéo
dos parametros (Tabela 2).

Por fim, os resultados obtidos do nosso estudo, demonstrou que o EASAM néo
apresenta potencial mutagénico, genotdxico e citotoxico in vitro e in vivo nas concentragdes e

condicdes avaliadas, mas apresenta um potencial antiproliferativo.
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429 Tabela 1 — Potencial mutagénico do EASAM frente as linhagens TA 97a, TA 98, TA 100,

430 TA102 e TA 1535 de S. Typhimurium com ativacdo metabolica (S+) e sem ativacdo metabolica

431 (S-).
Concentracéao
TA97a TA 98 TA 100 TA 102 TA 1535
(Hg/placa)
S9 ()
0 140+1 18+2 78+6 367+ 3 12+1
50 149+13(1.06)  14+4(0,79) 110 + 2 (L.40)** 464 +8(1.26)**  10+1(0.83)
150 156+ 10 (1.11)  14+1(0,79) 111+ 1 (1.41)** 482 £3(1.31)**  9+1(0.77)
500 1165 (0.82) 15+1(0.83) 104 %1 (1.32)** 581+ 11 (1.58)**  8x1(0.70)
1500 182+2**(1.30) 14 +1(0.81) 123+ 2 (1.56)** 640 +10 (1.74)**  8+1(0.72)
5000 161+ 6*(1.15)  16+1(0.88) 90 +1 (1.15) 598 + 5 (1.62) 8+1(0.71)
C+ 748 £ 259 + 7° 658 + 11° 1056 + 21 226+ 9
S9 (+)
0 185+ 10 20+1 106+ 4 488 + 24 10+1
50 163+ 2 (0.88) 19+1(0.93) 118+ 1* (1.11) 392+12(08)  14%1*(1.42)
150 204 % 1(1.10) 23+1(1.12) 107 9 (1.00) 758 + 14 (1.55)* 13+ 1* (1.25)
500 152 + 2 (0.82) 15+1(0.72) 89 +1(0.84) 638 £2(1.3)*  13+1*(1.32)
1500 188+ 4 (1.01) 15+2(0.75) 114+ 2 (1.07) 727 +21 (1.48)* 13+ 1*(1.25)
5000 191 £5(1.03)  16+1(0.80) 128 + 3 ** (1.20) 592 + 8 (1.21) 11 +1(1.09)
C+ 892+ 6° 287 +5° 701 £7° 1152 + 17 259 + 4°
432
433  Valores expressos pela média de revertentes/placa + desvio padrdo. °0: agua destilada usada
434 como diluente do extrato; Controle Positivo (C +): P4-nitro-o-phenylenediamine (10
435  pug/placa); “Azida sddica (2.5 pg/placa); Mitomicina C (0.5 ug/placa); °2AA- aminoantraceno
436 (2,5 pg/placa). Diferenca significativa (ANOVA): * P < 0.05; ** P < 0.01.
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Tabela 2 — NUmero total de células com danos e classe de danos do sangue periférico de ratos fémeas e machos Wistar ap0s o tratamento com o

controle negativo, ciclofosfamida ou EASAM no ensaio do cometa.

Grupos

Fémeas

Controle negativo
Ciclofosfamida
EASAM 25 mg/kg
EASAM 50 mg/kg
EASAM 100 mg/kg

Machos

Controle negativo
Ciclofosfamida (CP)
EASAM 25 mg/kg
EASAM 50 mg/kg
EASAM 100 mg/kg

Classe de danos

Total de céluals com
danos

4,60 1,53
78,80 + 1,39"
7,80 + 0,66°
7,60 + 0,68
8,20 +1,02°

5,80 +1,20°
79,20 +0,86"
8,40 +1,21°
9,00 +0,89°
8,60 +1,33°

95,40 £1,53

21,20+ 1,39

92,20 + 0,66

92,40 + 0,68
91,80 £ 1,02

94,20
20,80
91,60
91,00
91,40

+1,20
+0,86
+1,21
+0,89
+1,33

1 2
3,80+£1,85 0,80 £ 0,37
37,40 £ 2,09 34,60 + 1,60
7,40 £ 0,81 0,40+0,24
6,20 +£ 0,58 0,80 £ 0,58
5,00+ 1,34 2,60+1,12
3,80 +0,73 2,00 +0,95
38,60 +2,38 38,00 £3,70
6,40 £0,68 1,80 +0,66
6,00 +£0,63 1,80 +0,58
6,80 +0,58 1,20 £0,80

0,00 £ 0,00

6,80 + 1,46

0,00+ 0,00

0,60+£0,24
0,60 + 0,60

0,00
2,60
0,20
1,20
0,60

+0,00
+0,87
+0,20
+1,73
+0,24

Escore

5,40 + 1,25°
127,00 + 4,54
8,20 + 0,58°
9,60 +0,75°
12,00 + 2,59°

7,80 +2,00°
122,40 + 3,40
10,60 *2,11°
13,20 *2,39°
11,00 +2,41°

Valores expressos como média + erro padrdo, n = 5. Controle negativo: Solucgdo salina; Ciclofosfamida 20 mg/kg, ip.; EASAM: Extrato aquoso

das sementes de Aleurites moluccana. Classe 0, sem danos; classe 1, cauda do cometa menor que o didmetro do nucleoide; classe 2, cauda do
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cometa uma ou duas vezes o diametro do nucleoide; classe 3, cauda do cometa com mais do dobro do didmetro do nucleoide. Letras diferentes

indicam diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (p < 0,05); ANOVA/Tukey.
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Fig. 1 - Viabilidade celular das linhagens ndo-tumoral (Vero) e tumorais (HeLa e SiHa) ap6s
24h do tratamento com as diferentes concentracfes do EASAM. A diferenca estatistica em
relacdo ao controle foram determinadas pela ANOVA seguido do po6s teste de Tukey * P <
0,05 vs Controle. Cada valor determina a média + desvio padrdo de trés experimentos

independentes.
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Fig. 2 - Frequéncia dos MN-PCEs encontrados na medula 6ssea dos ratos Wistar fémeas (a) e
machos (b) apds o tratamento com o controle negativo, EASAM e controle positivo. Dados
expressos em médias = desvio padrdo (n=5) do nimero de MN-PCEs. *Difere do controle
positivo pelo teste de Tukey, P < 0,05. Um total de 2000 células foram analisadas em cada

animal. MN-PCEs, eritrocitos policroméaticos micronucleados.
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6. CONCLUSOES

e A. moluccana possui destaque cultural, ornamental, econémico e principalmente na medicina
popular. Cientificamente os estudos se voltaram para as suas folhas que possui diversos
metabolitos secundarios ja isolados e que apresentam potencial anti-inflamatorio e analgésico.
Porém, estudos sobre sua toxicologia s&o escassos e esses se tornam necessarios uma vez que A.

moluccana possui uma semente que € ingerida popularmente como fonte de emagrecimento;

¢ O screening fitoquimico da semente apresentou compostos do tipo flavonas e glicosideos;

¢ A. moluccana apresentou uma DLsp > 2000 mg/kg, sendo classificado como pouco tdxico;

¢ No teste de toxicidade oral a curto prazo, 0 EASAM administrado em baixas concentracdes a
curto prazo ndo apresentou alteracdes fisioldgicas, bioquimicas, hematoldgicas, histopatologicas
e nem sinais clinicos relacionados a toxicidade mas em altas concentracdes e uso continuo

causou mortalidade nos animais;

o Nos testes de mutagenicidade in vitro e genotoxicidade in vitro e in vivo as doses administradas

do EASAM ndo apresentou danos ao material genético;

¢ No teste de citotoxicidade, 0 EASAM demonstrou potencial antiproliferativo frente as linhagens

tumorais.
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7. ANEXOS



7.1 Parecer de aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais

MINISTERIC DA EDTCACAD
FUNDAGAD UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FRO.REITORIA DE ERSING DE FOS-GRADUACAD E PESQUISA

COMISSAOQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Dourados-MS, 16 de janeiro de 2018,

CERTIFICADD

Cartificamos que a proposta intuleda "Avaliacio da toxicidade,
mutagenicidade e genctoxicidade in witre & in wive do oleo das sementes
de Adlburtes molvccana (L) Wild. ] registrada sob o protocolo de n® 28/2017,
sob a responsabilidade de Kaly Marw Bies o Ofveie o Pamells Futucs oo
Castifhe  — gue envolve a producdo, manutencao efou utilizacio de animais
pertencentss 20 filo Chordata, subfle Vertebrats [exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica {ou ensina), encontra-s= de acordo com os preceitos da Lei n®
11,794, de OB de outubro de 2008, do Decreto n® 6,899, de 15 de julho de 2009,
& COM as normas editadas pebo Conselho Macional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais
[CEUA/UFGDY) da Universidede Federal da Grande Dourados, em reuniao de
1808/ 2017,

Finalidada { ) Ensino | X ) Pesguisa Clantdica
Vigéncia da autorizacie | 1801/2018 2 30/12/2018
Especie/infagem/raca Rattus movveqicus

NT de animais O Wistar

Pesofidade B0 dias

Saxo Histar 30 machos e 40 fémeas

v Bioteric Central da Universidade Federal da
gem Grande Dourados- UFGD

._..i-r.-rn_dm }-W,.ﬂrrﬂfm Lr.-\_

Melissa Negrao Sepulvida
Coordenadora CEUA

Cormivido de Etica mo Uso de Animais — CEUTATFGD — Ena Jollo RBosa Goes, 1761 — Vil Progeuo
Dowrados 5. E-mmil: comidufad edn e
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